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ABSTRACT

Conventionally, HLA allosensitization is defined by the reactivity level of the patient’s
serum against a panel of lymphocytes of at least 30 distinct HLA individuals (RCP), by the
classic complement lymphocytotoxicity assay (CDC). This method is difficult to process in a
short period of time due to the need of obtainig viable lymphocytes.

The aim of the presente work was to standardize the CELISA method, with possible
automation, using dehydrated suspensions of T tymphocytes, stored on microplates at -20°
and to evaluate their sensitivity and specificity for CDC and potencialized with human
antiglobulin (CDC-AHG). '

Based on HLA positive and HLA negative control sera, the following topics were
evaluated: types of microtiter plates available on market, blocking buffers for undetermined
sites, conjugate concentration and serum treatment methods.

When a biocking solution composed of TRIS-HCL(pH 7,8), 0,1% Triton-x-100, 1%

rabbit serum and 3% non fat milk powder, was used the tree types of plates which were
evaluated presented similar results.

We recommend the use of 5x10* lymphocytes per well (50ul of 1x1 O“IPBS), as higher
concentration resulted in an increase in non specific reactions and lower concentration a
decrease the sensibility of the test.

Before the tests are carried out, the serum samples should be frozen, and afterwards
treated with thrombin and centrifuged, due to the fact that serum of some patients with
coagulation disorders may present fibrin clots even after clot retraction, and this could fead to
false positive results.

The comparison of 226 crosmatches tests revealed that there was a concordance of
75.2% between CELISA and CDC methods and a of 81,4% between CELISA and CDC-AHG
methods, using the serum of pegnant women in the first trimester and of poli-transfused
chronic renal patients. It was not possible to evaluate the relevance of the alloantibodies
detected by CELISA and CDC-AGH methods in graft outcome due. to the smal number of
transplanted patients included in this study.

Finally we conclude that the CELISA method was useful in the detection of lymphocyte
alioantibodies, presenting an equivalent sensitivity to the potencilized CDC method (AHG
protocol},

However IgM class antibody or low affinity antibodies would not be detected by the
CELISA method, this fact though, does not invalidate the purpose of this work, which was the
determination of the RCP level in pre-transpiantation samples. The method can be used,
routinely, to follow-up the evolution of RCP in the serum samples of chronic renal patients,
collected at different times. When the identification of HLA especificities is not possible, we
reommend to perform RCP using the CDC-AHG method, which in spite of being laborious and
dependent on viable cells, is, as CELISA , clearly more sensitive than the classic CDC method.
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INTRODUCAO:

O complexo principal de histocompatibilidade (CPH) é uma regido de genes altamente
polimorficos que expressam seus produtos na superficie de uma variedade de células. Mais
de 200 genes est&o localizados nesta regido (Trowsdale & Campbell, 1997). Este complexo
esta localizado no cromossoma 17 do camundongo (complexo H2) e no brace curto do
cromossoma 6 do homem. Neste é conhecido como complexo HLA ou Antigenos de
Leucdcitos Humanos (Dausset, 1989).

Os loci da regifio HLA denominada classe | codificam glicoproteinas de superficie
celular que correspondem aos antigenos HLA de classe [ (antigenos HLA, A.B,C), presentes
em todas as celulas nucleadas. Novos genes denominados ndo classicos, como HLA-E, Fe G
apresentam estruturas similares e estdo presentes na mesma regifio (Nepom & Nepom,

1995). As moiéculas de classe | séo constituidas por uma cadeia o polimérfica organizada em

trés dominios globulares, oi,a, € as associada na membrana celular 3 cadeia B
microgiobulina, ndo polimérfica e codificada por um gene localizado fora do CPH
(cromossoma 15 humano). As moléculas de classe | possuem papel na apresentacao de
peptideos antigénicos estranhos para as células T citotéxicas, e sdo importantes antigenos de
transplantac@o responsaveis pela rejeicdo de aloenxertos junto com as moiéculas HLA de
classe Il

As moléculas classe Il compreendem glicoproteinas de superficie denominadas HLA-
DR, DP e DQ, codificadas por genes que também se encontram localizadas em regides do
CPH. S&o formados por dois polipeptideos glicosilados transmembrana associados,
chamados de cadeia o e B, organizados em dominios as, oy e By B, respectivamente
(Schwartz, 1991). Estéo presente na superficie de linfocitos B, e células apresentadoras de
antigenos (APC) e parecem estar envolvidos na interacdo célula-célula, regulando a
apresentacdo de antigenos e a cooperagéo celular T e B. Novos genes encontrados na regiaoc
classe Il, como LMP2, LMP7, TAP1 e TAP2 tém mostrado importancia para o estudo de
associa¢io do sistema HLA com doengas (Nepom & Nepom, 1995).

Diferente do sistema das imunoglobulinas, onde a variabilidade é adquirida em cada
individuo por um sistema multigénico, o CPH varia de individuo para individuo por um alto
grau de polimorfismo e um grande nimero de alelos. As moléculas classe |, HLA, A e B sdo
altamente polimorficas; j& as moléculas de classe |l, DQo,, DQB e DRB+ sdo menos, enquanto
DRa e pz-microgiobulina ndo variam em sua estrutura. Este polimorfismo decorre de
substituicbes de aminoacidos no nivel dos dominios o @ o, da molécula classe | e no nivel
dos dominios oy € B4, da molécula classe Il. As multiplas formas de alelos podem ser geradas
por uma variedade de mecanismos: mutagdo pontual, recombinag@o e convers&o génica.

Existem pelo menos 59 alelos distintos no focus HLA-A, pelo menos 118 alelos
2
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distintos no /ocus HLA-B e 36 alelos no focus HLA-C (Bodmer, et al., 1987). Cada alelo
determina a estrutura da cadeia glicoproteica. O extensivo polimorfismo destas moléculas
parece ter papel central na sua funcBo. As variagbes quantitativas efou qualitativas dos
epitopos envolvidos neste polimorfismo podem alterar a fungdo destas moléculas na resposta
imune (Festenstein & Schmidt, 1981); maximizar a protecdo contra diferentes
microorganismos; além de tornar praticamente impossivel o encontro de dois individuos, ndo
aparentados, portando o mesmo gendtipo HLA.

Devido a sua intima relagio, a combinagdo de alelos em cada focus de um Unico
cromossomo costuma ser herdada como uma unidade. Esta unidade € referida como o
haplétipo. Uma vez que os individuos herdam um cromossoma de cada genitor, cada
individuo tem dois haplétipos HLA. Todos os genes HLA sd3o codominantes e, portanto,
ambos os alelos em um dado locus HLA, um de cada genitor, podem ser detectados na
células. Com base na heranga mendeliana, ha 25% de chance de que dois irmdos

compartihem ambos os haplétipos, uma chance de 50% de que eles compartilhem um
haplétipo € uma chance de 25% de que eles ndo compartiihem hapiétipo algum e, por isso,
sejam completamente HLA incompativeis. (Schwartz, 1991).

Os antigenos HLA com epitopos antigénicos presentes em uma dnica molécula (e ndo
em outra) s&o designados antigenos HLA privados. Ao contrario, antigenos HLA publicos s&o
determinantes comuns a varias moléculas do HLA, cada uma das quais, adicionalmente,
apresentando pelo menos um epitopo HLA privado distinto. Para exemplificar esta situagio,
podemos citar 0s antigenos HLA-A23 e HLA-A24, iniciaimente descritos como uma Gnica
especificidade HLA-A9. Estes antigenos sdo conhecidos como “splits” (divisdo) do antigeno
HLA-A9. Outros antigenos como HLA-Bw6 ou HLA-Bw4 abrangem, cada um, mais de 75
especificidades privadas definidas sorologicamente. De acordo com o padréo de reagéo frente
a diferentes soros anti-HLA especificos, as especificidades privadas podem ainda ser
agrupadas em grupo de “CREG” (do inglés, Cross Reacting Group), ou seja, grupo de reacéo
cruzada. Antigenos HLA pertencentes a um mesmo grupo de “CREG" apresentam varios
epitopos antigénicos em comum, além dos seus epitopos privados.

No CPH, alem dos genes que codificam as moléculas HLA das classes | e 1|, ha genes
que codificam componentes do sistema compiemento (C2, C4a, C4b, fator B) e TNFa, TNFb,
210HA, 210HB e Hsp70. Estes genes est@o localizados na regido denominada regido
codificadora dos antigenos classe Ill (Nepom & Nepom, 1995).

O Sistema HLA, além de desempenhar papel relevante na resposta imunitaria do

hospedeiro original (Mc Devitt, 1980; Stastny, et al., 1983), & também o mais importante
sistema antigénico na determinagdo da sobrevivéncia de transplante de 6rgdos ou tecidos
alogénicos, por evocarem processo de rejeicio quando transferidos para um hospedeiro néo
compativel. Reagdes transfusionais também podem ocorrer no momento de uma fransfuso
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plaquetaria em receptores aloimunizados. Por esta razfio, a deteccdio de anticorpos anti-HLA
no soro & freqiientemente necessaria em vérias situacdes clinicas.

Durante as dltimas décadas, diversos estudos analisaram os efeitos da compatibilidade
HLA em relacdo & sobrevida dos transplantes renais, sendo importante seu significado na
sobrevida dos transplante com érgéos de doadores vivos relacionados (Braum, 1978). Em
relag8o aos transplantes renais com 6rgdo de cadaver, j& estd bem estabelecido que a
correlaggo HLA-B e HLA -DR é melhor que a HLA-A e HLA-B. Quando ré-transplantes sio
analisados ndo é observada esta diferenca, encontrando-se aproximadamente 82% de
sobrevida com compatibilidade total, diminuindo até 54% com nenhuma compatibilidade
(Opelz, 1989).

No inicio da década de 1950, foi demonstrada a presenca de aloanticorpos anti-
leucocitarios em soro de pacientes politransfundidos (Dausset, 1954), determinando o marco
inicial para a defini¢do dos antigenos HLA..

Nos anos 60, foi observado por diversos grupos que a presenca de anticorpos anti-
HLA no soro do receptor contra linfécitos totais do doador (prova cruzada) era seguido de
rejeicdo hiperaguda do érgdo transplantado (Kissmayer-Nielsen, et al., 1966; Ross & Yap,
1990).

Transfusbes sanglineas, gravidez e transplante de 6rg&os s&o situa¢bes que induzem
a sensibilizacdo do sistema imune contra antigenos leucocitarios humanos, levando a
formacgdo destes anticorpos que, quando sdo reativos contra uma grande proporcdo de
individuos da populacéo, podem criar obstaculos a realizagdo do transplante devido 2
dificuldade de encontro de doador contra o qual o receptor ndo possua anticorpos pré-
forrnados. Pacientes em estagio final de doenga renal, que requerem transplante,
normaimente possuem aloanticorpos devido ao fato de se encontrarem freqlentemente
expostos a vias que levam a sensibilizacdo como transfusdes sanglineas e transplante de
orgéos (Opelz,1981). Sendo, a presenca destes anticorpos alogénicos, relagéo direta com a
rejeicao de enxerto, ha necessidade de avaliar em pacientes, em lista de espera para
transplante renal, a existéncia e a especificidade de aloanticorpos pré-formados dirigidos aos
antigenos de histocompatibilidade.

O nivel de sensibilizagdo em que estes pacientes se enconfram & convencionalmente
avaliado pelo grau de reatividade do soro do paciente frente a um painel de linfocitos em que
esteja representada a grande maioria das especificidades HLA.

O grau desta reatividade contra painel (RCP) tem sido convencionalmente expresso

como a porcentagem das células do painel contra as quais o soro do paciente apresenta
reagbes citotbxicas por anticorpos fixadores de complemento. Esta RCP é determinada
atraves da reacio de microlinfocitotoxicidade frente a suspensées de linfécitos totais de pelo
menos 30 individuos normais, previamente selecionados de modo a abranger o maior nimero
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possivel de diferentes especificidades HLA conhecidas.

Também tém sido relatadas variacbes no nivel de RCP no soro de pacientes renais
crénicos ao longo do tempo. Tanto aumento, como diminuicio superiores a 20 ou 40 pontos
percentuais, tem sido observados, principaimente, entre pacientes do sexo feminino (Lieber et
al, 1992%). A RCP também pode ser empregada na selegdoc de doadores para
plaquetoferese, em pacientes com patologia plaquetaria.

Pacientes com doenga renal freqlientemente possuem tendéncia a sangramento
associado a falha renal (Riesman, 1907). Esta tendéncia é associada a uremia, a qual leva a
desordens da hemostasia como anomalias dos fatores de coagulacdo do plasma, fibrindlise, e
disfungbes plaquetarias. (Castaldi et al, 1966; Rubiner, 1972). Além de tal tendéncia a
sangramento, a insuficiéncia renal crénica causa a diminuicio da sintese do horménio
eritropoetina, levando ac desenvolvimento de anemia, que pode ser corrigida com transfusbes
sanglineas (Livio et al., 1982; Fernandes et al., 1985), e, mais recentemente, com o uso da

eritropetina sintética (Moia et al., 1987). Alteraces qualitativas e quantitativas das plaquetas
s&o também observadas apos transplante renal ou rejeiciio do enxerto {Capitanio et al.,
1982).

As provas cruzadas (crossmatch) pré-transplante s&o realizadas com ¢ objetivo de
detectar anticorpos anti-HLA pré formados, no soro de pacientes, contra os antigenos HLA do
potencial doador.

Parametros, como prova cruzada negativa e determinagdo do grau de reatividade
contra painel, s&o muito importantes no momento da sele¢io de um receptor para fransplante
renal. Pacientes cujo soro apresenta alta RCP (grau de reatividade maior que 50%) tém duas
desvantagens: dificuldade de encontro de doadores contra os guais néo  estejam
sensibilizados, e menor possibilidade de sucesso do transplante (Glass et al., 1982), mesmo
na vigéncia de prova cruzada negativa; embora trabalhos mais recentes ndo confirmem ests
correlac@o (Sanfilippo et al., 1990). Esta contradicic provavelmente se explique pelo uso de
tratamento imunossupressor mais eficaz, utilizacdo de doadores mais compativeis com o
receptor, elou utilizacao de técnicas mais sensiveis de prova cruzada pré- transplante.
Contudo, o grau de RCP continua sendo um dos parémetros importantes usados para a
escolha do paciente em lista de espera no momento do transplante renal.

Na década de 70, a analise da sobrevida do enxerto revelou boa evolugdo do
transplante realizado na presenga de prova cruzada positiva para linfocitos B e prova cruzada
negativa para linfocitos T (Mohanakumar et al., 1979; Ettenger et al., 1 979). Possivelmente
estes anticorpos anti linfocitos B seriam auto-anticorpos, nfio sendo prejudiciais ao enxerto
(Cross et al. 1976, Stanstny & Austin 1976; Ting, 1989).

A classe de imunoglobulina no soro positivo parece ter também importancia. Os
anticorpos igM anti-HLA sugerem sucesso, enquanto os 1gG estdo associados a rejeicoes
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(Braun 1989, lwaki et al., 1986; Chapman et al., 1986).

Apesar de todos os estudos para incremento na sobrevida do transplante renal,
disfuncbes renais graves tém sido observadas em pacientes com prova cruzada para
linfécitos T negativa, sendo 16% no primeiro transplante e 26% em pacientes
retransplantados ( lwaki et al., 1987). Esta aparente contradicdo possivelmente se deva a
limitagbes da técnica de microlinfocitotoxicidade, em detectar baixo fitulo de anticorpos ou
anticorpos néo fixadores de complemento.

Pesquisa de Anticorpos anti-HILLA

Os diversos métodos empregados para a investigagic de anticorpos anti-HLA que
utilizam celulas vivas, variam quanto a sua sensibilidade e especificidade. Entre eles,
podemos citar: a microlinfocitotoxicidade classica dependente de complemento -CDC-
(Hopkins, 1990): CDC acrescida de lavagens antes da adicdo do complemento {Amos et al.

1969); e CDC potencializada pela adicie de antigamaglobulina humana -AGH- (Johnson et
al., 1972); além da citometria de fluxo (Garovoy et al., 1983).

A microlinfocitotoxicidade classica consiste na incubacdio prévia de linfocitos viaveis
do potencial doador com o soro do receptor e posterior incubacdo com soro de coetho como
fonte de complemento. S&o consideradas reacbes positivas as escavagbes da placa de
microlinfocitotoxicidade, onde mais de 50 % dos linfécitos se encontram mortos. A observacéo
da porcentagem de células mortas € feita através da adicdo de corantes vitais como, por
exempio, azul tripan. Este teste pode ser afetado por fatores anticomplementares do soro e
pela baixa avidez de alo ou auto-anticorpos. Para minorar este tipo de problema, foi
infroduzida, na técnica classica, a lavagem das células antes da adicdo do complemento e a
adicdo de AGH. Esta lavagem diminui a incidéncia de auto-reatividade e aumenta a
sensibilidade do teste provavelmente pela remoc&o de fatores anticomplementares, anticorpos
néo fixados e auto-anticorpos de baixa avidade do soro do paciente.

O uso de AGH junto com a lavagem das células, potencializa a acéo do compiemento,
permitindo a detecgBo de anticorpos em baixo titulo ou que ndo fixam complemento
adequadamente. Um inconveniente deste procedimento é o risco existente no uso do AGH,
que pode vir a prejudicar a viabilidade das células, dificultando a distincdo entre reacfo
positiva e negativa.

Devemos ressaltar que a técnica de microlinfocitotoxicidade classica n&o detecta
anticorpos néo fixadores de complemento, e que a avaliagdo da reatividade contra painel de
linfocitos (RCP), tdo importante na selecdo de candidatos a transplante, é normalmente
realizada usando-se a prova classica, isto &, sem lavagem ou adicdo de AGH.

Qutras limitagGes da técnica de microlinfocitotoxicidade séo: (1) a necessidade do uso
de células vivas, o0 que inviabilizaria a realizacdo da prova de reatividade contra painel com a
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amostra de soro obtida para a prova pré transplante, em casos de doadores cadaver;(2)
dificuldade em diferenciar anticorpos citotéxicos ndo-HLA de anticorpos anti-HLA especificos,
e (3) a impossibilidade do seu uso em pacientes transplantados em tratamento com
anticorpos citotoxicos anti células T ou timécitos (ATG), ou anticorpos monoclonais anti-
finfocitos (OKT3) (Zachary et al., 1985).

No inicio dos anos de 1980, as primeiras descricdes e aplicagbes da citometria de fluxo
para prova cruzada pre-transplante e monitorizagdo de transplante foram publicadas (Garovoy
et al., 1983) e se expandiram consideravelmente no inicio de 1990.

O principio da citometria de fluxo estda bem estabelecido. As células sdo suspensas em
um meio liquido e injetadas em uma corrente fluida. Um raic de luz (laiser, lampada de
mercuirio) é emitido sobre a corrente liquida e cada célula na suspens&o deve individualmente
passar através deste raio. Assim que cada célula interage com a luz, esta é dispersa para um
medidor que inicialmente vai relatar o tamanho da célula. Simultaneamente, as células

coradas com um ou mais marcadores fluorescentes especificos para o parametro a ser
medido, ligados a célula, sfo excitados e emitem iuz fluorescente. Tanto a luz dispersa
quanto a fluorescente emitida so convertidas em sinais eletrénicos que caracterizam cada
célula. Porque as células podem ser medidas individuaimente, as populactes de céluias
podem ser estudadas, possibilitando detectar subpopulacdes e possiveis mudancas. O teste é
realizado com soro do paciente e células do doador do érgéo transplantado. As células podem
ser usadas frescas ou criopreservadas, embora n3o existam estudos publicados que
estabelecam que células congeladas e linfocitos recém separados dio resultados
comparaveis. Sua maior sensibilidade é devida a independéncia de lise por complemento’ e
por permitir a distingdo da classe do aloanticorpo envolvido.

Embora a citometria de fluxo permita a deteccdo de baixas concentracbes de
anticorpos, necessita de um grande nimero de células para ser executada, tem alto custo, e é
de dificil padronizagdo (Nehlsen- Cannarella et al., 1994).

Até o momento, alteragbes no método original tém se relacionado com a padronizagdo
e especificidade dos resultados, onde reacées positivas com linfécitos B e negativas com
linfocitos T tém sido uma das maiores dificuldades de interpretacdo da relevancia clinica da
prova cruzada (Ogura et al. ; 1993).

Métodos imunoenzimaticos:
A introdugéo de ensaios imunoenziméticos (ELISA), para a detecgdo de aloanticorpos,

se deu pela necessidade de aperfeicoamento das técnicas de microlinfocitotoxicidade
existentes, as quais so demoradas, e nem sempre sensiveis o suficiente, dependendo do
objetivo para o qual sdo empregadas.

O Enzima-imunoensaio (EIA) foi descrito, em 1971, por Van Weemen e Schuurs, para
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a pesquisa de horménios; e paralelamente por Engvall e Perlmann, com o nome de ELISA
{"Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”), para a pesquisa de imunoglobulinas. Desde entdo,
uma variedade de outros nomes foram propostos, (CELIA, ELA CELISA etc.). O teste
consiste em um método onde a reagdo antigeno-anticorpo é mo;nitorada por medida da
atividade enzimatica. Foi classificado por Rubenstein, em 1978, em dois tipos: homogéneo e
heterogéneo. Nos ensaios homogéneos ndo & necessaria a separacio entre os complexos
antigeno-anticorpo e o antigenc efou anticorpo livres, pois a interacdo antigeno-anticorpo
moduia a atividade da enzima. Nos ensaios heterogéneos, a separagéo é necessaria, pois a
atividade da enzima néo é alterada pela reagdo antigeno-anticorpo.

O ELISA, apresentado por Engvall e Perlmann em 1972, conéiste em um imunoensaio
heterogéneo, de fase sdlida, realizado sobre superficie plastica na qual o antigeno é o
adsorvido. Neste modelo, o antigeno imobilizado na fase sélida é incubado com o soro a ser
testado para a pesquisa de anticorpos. O indicador € um conjugfc:do constituido de uma

enzima ligado & uma antigamaglobulina. A imunoglobulina conjugada pode ser classe
especifica {(anti-lgG, anti-igM, eic) quando for necessario determinar a classe da
imunoglobulina a ser pesquisada. A quantia de enzima fixada a fase sélida é proporcional a
quantia de anticorpos presentes na amostra. Esta enzima ¢ revelada pela adicdo de um
substrato adequado, desenvolvendo cor, a qual é medida especirofotometricamente. O limiar
de reatividade, isto &, ponto de corte (do inglés “cuf off *), é determinado em relaco a um soro
positivo ou negativo, testado nas mesmas condi¢des da amostra, conforme as necessidades
do teste em questio. (Gripenberg & Kurki, 19886).

Nos ensaios heterogéneos, as enzimas mais utilizadas sdo peroxidase, fosfatase
alcalina, p-galactosidase, glicose oxidase, glucoamilase, anidrase carbbnica e
acetilcolinesterase. Nos ensaios homogéneos, sdo: lisozima, malato desidrogenase, glicose-6-
fosfato desidrogenase, ribonuclease A e B-galactosidase (Sanchez, 1996).

Iniciaimente, o ELISA foi usado para medir a ligagiio de anticorpos a proteinas e
agentes microbianos (Bishai & Galli, 1978). Posteriormente, desenvolveram-se modificagbes
para a detecgBo de antigenos celulares (Rockoff et al., 1979; Suter et al., 1980; Morris et al.,
1982); e, mais recentemente, técnicas utilizando antigenos sollveis tem sido aplicadas na
pesquisa de anticorpos anti-HLA. (Pouletty et al., 1994; Buelow et al., 1995-b).

Antigeno ou anticorpos foram inicialmente adsorvidos a plasticos como poliestireno,
polivinil, polipropileno. O primeiro pléstico a ser usado em imunoensaios foram tubos de
poliestireno (Catt & Tregear, 1967). O sucesso dos métodos de ELISA se deu a partir do

emprego de microplacas ou tubes de poliestireno como carreadores da fase sélida, por serem

suportes de facil sensibiliza¢do e proporcionar boa reprodutibilidade (Clark & Engval, 1988)
Usualmente, as placas de poliestireno s&o sensibilizadas através da adsorcao passiva

do antigeno para a realizagéio de ELISA (Engvall e Perimann, 1972, Cantarero et al, 1980).
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Contudo, este tipo de adsor¢8o pode néo ser irreversivel (Lehtonen & Viljanen., 1980). A fim
de assegurar a ligacio das células ao plastico, procedimentos como pré-sensibilizagdo com
poli-L-Lisine (PPL) (Cobbold & Waldmann 1981, Suter et al. 1980 ) e fixagdo com
glutaraldeido (Rockoff et al. 1979) foram empregados.

Apobs a fixag@o do antigeno & fase sélida, sitios de ligages da superficie do plastico
que restam ndo recobertos, necessitam ser bloqueados para evitar que adsorgbes néo
especificas & parede da microplaca, provoquem intera¢bes antigeno-anticorpo indesejadas, e
levem, conseqiientemente, a resultados falso-positivos.

Com este objetivo, varios sistemas bloqueadores e procedimentos, como transferéncia
das células ligadas ao anticorpo para uma nova placa antes da reagdo enzimatica (Morris et
al. 1982), tém sido propostos. O uso de proteinas ndo reativas, como: a caseina (Kenna et al.,
[985): soro albumina bovina (Schonheyder & Andersen, 1984); leite em pé desnatado
(Arunachalam et al,1990); e detergentes n&o idnicos, como: Tween-20, Triton X-100, em

diferentes concentrages, tém sido empregados (Gripenberg & Kurki, 1986).

O método imunoenzimatico por nds padronizado neste trabalho, CELISA, é usado para
detectar antigenos de superficie celular, através da fixacfio de anticorpos especificos, sobre
uma suspensao de Linfécitos T secos, revelados posteriormente por uma reacfo
imunoenzimatica.

O metodo imunoenzimético tem vantagens sobre as outras técnicas que pesquisam
antigenos celulares, como a microlinfocitotoxicidade, uma vez que ndc necessita de células
vivas para o ensaio; e estas células, apos separadas e secas em microplacas para ELISA,
podem permanecer armazenadas pelo periodo de aproximadamente seis meses a -20°C
(Arunachalam et al., 1990), ou por mais de doze meses a - 80°C (Walker et al., 1992). Este
método independe da lise por complemento, permite automacgéo; e a leitura do teste é feito
em espectrofotdmetro, o que resulta em melhor padronizacdo e reprodutibilidade, quando
comparada a microlinfocitotoxicidade (Buelow et al., 1995%).

Os linfocitos T, utilizados na sensibilizagio das placas, sdo- células apropriadas para
detectar anticorpos anti-HLA, por expressarem grande quantidade de antigenos HLA
constitutivamente (Trucco et al., 1980), e ainda apresentarem baixa freqliéncia de ligagao
inespecifica de imunoglobulina 1gG, ao contrario dos linfécitos B. Estes, apesar de
expressarem mais moléculas HLA classe | que os linfécitos T, além das moiéculas de classe
HLA classe II, também apresentam, constitutivamente, imunoglobulinas de superficie e
receptores Fc afivos que ligam IgG livre, complexos antigeno-anticorpo, ou agregados de IgG
(Garovoy et al., 1983) o que, obviamente, pode provocar ligagbes inespecificas e interferir na
pesquisa de anticorpos anti-HLA.

Plaquetas também tém sido usadas como células-alvo. Estas expressam 80.000 a
120.000 moléculas de HLA por célula, o que & comparavel ao nimero de antigeno HLA
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expresso por linfécitos. Contudo, a expressdo dos antigenos HLA em plaguetas é mais
varigvel do que em linfécitos (Kao et al., 1986). Por exemplo, antigenos HLA-10, B12 e B8 sdo
menos expressos em plaquetas do que em linfocitos (Colombani et al., 1974). Além disto, as
plaquetas também possuem receptores Fc ativos para IgG, podendo ligar imunocomplexos
(Moore & Nachman, 1981). Provas cruzadas com plaquetas tém importancia clinica nos casos
de pacientes que se tornaram refratarios a transfusdes plaquetarias. Na maioria dos casos,
esta refratariedade & causada por anticorpos anti-HLA (Dahlke & Weiss, 1984),

A deteccao previa de anticorpos contra linfécitos T, poderia prevenir a refratariedade
plaquetaria em relacéo a certo doador. Neste caso, o emprego do método CELISA poderia
avaliar, simultaneamente, painéis de linfocitos e plaguetas de doadores disponiveis e
habituais, antes de se ministrar a transfusao.
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OBJETIVOS

Considerando-se a importancia de se definir a reatividade do soro contra painel de
linfocitos (RCP), tanto na sele¢do de candidatos a receptores de transplantes renais como na
sele¢do de doadores de plaquetas; e que ¢ método de microlinfocitotoxicidade, atualmente
disponivel & de dificil execucdo num curto periodo de tempo, o presente trabatho teve por
objetivos:

1- Padronizar o método imunoenzimético celular (CELISA) para a pesquisa de anticorpos anti-
HLA, que n&o dependa da viabilidade celular, seja de facil e rapida execuciio e passivel de
automacdo.

2- Comparar a sensibilidade e especificidade do método CELISA com o método classico de

microlinfocitotoxicidade dependente de anticorpo (CDC), e com o método cléssico
potencializado com adi¢io de antigamagiobulina humana (CDC-AGH).

3- Avaliar a relevancia clinica na evolugéo do transplante renal, dos resultados da RCP do
soro das amostras pré-transplante, obtidas pelos métodos CDC, CDC-AGH e CELISA.

11
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MATERIAL E METODOS
1.1- AMOSTRAS DE SORO
1.1.1- SORO DE PACIENTES (CASUISTICA):

Para comparar a espeéificidade do metodo CELISA em relagdo aos métodos de
citotoxicidade, foram analisadas um total de 144 amostras de soro de 40 pacientes renais
crénicos, obtidas no momento da realizac&o da prova cruzada pré-transplante, no periodo de
1993 a 1995, encaminhadas ao laboratério de Histocompatibilidade pela Disciplina de
Nefrologia—FCM-UNICAMP; uma amostra de soro de 10 gestantes, colhida no primeiro
trimestre de gestacdo, e uma amostra de soro de 7 pacientes com histéria de aborto
espontanec recorrente, obtida apds terapia imunizante com linfécitos do esposo,

encaminhadas pela Disciplina de Tocoginecologia-FCM-UNICAMP. Todas as amostras foram

armazenadas a -80°C até o momento da realizacéo dos testes.
1.1.2- SOROS PADROES:

Padrdes positivos:

Foram empregados soros com reatividade contra painel de linfocitos acima de 90% pelo
método de microlinfocitotoxicidade classica, para controle positivo, e aloantissoros com
especificidades conhecidas (anti-HLA A23 e A 24) para a determinac&o da sensibilidade do
teste CELISA.

Padroes negativos;

Foram empregados, como controle negativo, amostras individuais e uma mistura de 20
amostras de soro humano normat (SHN), obtidas de doadores de sangue do sexo masculino,
sem historia de transfusdo sanglinea prévia.

1.1.3- TRATAMENTO DOS SOR0OS

Pacientes com desordens de coagulagdo, ou submetidos & terapia com heparina
(dialisados), podem apresentar tragos de fibrina presentes no sero separado para a andlise,
levando a resuitados falso-positivos (Keros et al., 1982). Para retirada destes restos de fibrina,
as amostras foram armazenados a -20°C e imediatamente antes da realizagdo dos testes
foram descongeladas e tratadas com trombina (Thrombogquik- OrganonTeknilka N° 3551 5).

Para este tratamento, incubou-se 0,1 mi do soro com 0,02ul de trombina (aproximadamente
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2mg de trombina pér milifitro) em banho-maria a 37°C, por 15 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 400g por 5 minutos (Keros et al., 1982), ou filtradas em papel
filtro (Whatman 42) para remog&o da fibrina formada.

1.2- SUSPENSAO ANTIGENICA
1.2.1 - POPULAGAO PURIFICADA DE LINFOCITOS T .

Foram utilizadas suspensdes enriquecidas em linfocitos T tipados para os antigenos
ciasse | do locus de histocompatibilidade (HLA-A e B).

Do sangue periférico, coltido por pungdo venosa, acrescentando-se, para cada 10 mi
de sangue, 0,1 ml de heparina (Liquemine 5000 Ul/mi, Roche Produtos Quimicos e
Farmacéuticos - S.A., Rio de Janeiro, Brasil), foram separadas as células mononucieares por

gradiente de densidade, através de centrifugacdo, usando Ficoll-Hypaque.

O sangue diluido ao meio com solugdo fisiolégica foi centrifugado, & temperatura

ambiente, a 400g por 30 minutos, na proporgdo de trés partes de sangue diluido para uma de
gradiente (Boyum, 1968). A nuvem de leucdcitos formada entre plasma e gradiente foi, entdo,
separada por aspiragdo com pipeta Pasteur e lavada duas vezes, a temperatura ambiente,
por centrifugagdo (200g por 10 minutos) com solugdo salina balanceada de Hanks
(Hanks’BSS), pH 7,2. A seguir, contaminantes, como hermécias, foram eliminados por lise,
adicionando-se aigumas gotas de agua destilada no momento de ressuspender o botio de
leucocito formado. As plaquetas foram eliminadas através de agregacdo por trombina
ressuspendendo-se o botdo de células em 1ml de Hanks'BSS, adicionando-se 100ui de
trombina; centrifugando-se por 1 minuto a 200g. Apos desprezar ¢ sobrenadante, o botdo
celular foi ressuspenso em 1mi de Hanks'BSS.
A purificaggo dos linfécitos T foi obtida, empregando-se um cotonete constituido de 0,15mg
de fibra de nylon (Robbins Scientific, Combed, Scrubbed Nylon, Wool. | 1x100g, Type 200}, a
qual foi previamente imersa, 30 minutos a 37°C em um tubo com solucdo de Hanks'BSS
contendo 5% de soro bovino fetal, (Gibco Europe). Em seguida, ela foi enrolada, com
movimentos circulares, em uma vareta de madeira com aproximadamente 2 mm de didmetro e
14 cm de comprimento.

Os linfécitos totais obtidos por gradiente de Ficoll-Hypaque foram ressuspendidos em 1
mi de Hanks'BSS, e entdo perfundidos neste cotonete.

O cotonete contendo a suspenséo de leucécitos, foi incubado por trinta minutos, a
37°C, em posicdio vertical, e, a seguir, foi lavado com 20 ml de Hanks'BSS acrescido de 5%
de soro bovino fetal (SBF) a 37°C. Nos primeiros 10 mi de solugdo, foram liberados os
linfocitos T purificados. Os linfécitos B permaneceram retidos na fibra de nylon.
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A solugdo com células T foi centrifugada a 200g por 10min. Apbés desprezar o
sobrenadante por inversdo, o botdo celular foi ressuspenso em 1 ml de Hanks'BSS, e a
viabilidade celular foi verificada através da incorporacdio do corante vital azul Tripan
(Matheson/Coleman & Bell, Norwood, USA), diluidc a 1:400 em solug@o fisiologica,
misturando-se volumes iguais de suspenséo celular e solugdo corante. Para a realizacéo dos
testes de microlinfocitotoxicidade, se utilizaram apenas suspenses com linfocitos T com mais
de 90% de viabilidade.

1.2.2-CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DE CELULAS UTILIZADAS PARA A
AVALIACAO DA REATIVIDADE CONTRA PAINEL, EMPREGANDO-SE 0OS METODOS
DE CITOTOXICIDADE E CELISA.

Na sensibilizac8o das placas de ELISA para a realizagio da prova cruzada, foram

utilizadas células recém-separadas do sangue periférico. No estudo da reatividade contra
painel, foram utilizadas placas de ELISA, contendo triplicatas de finfocitos T, de 28 diferentes
individuos previamente mantidos viaveis em nitrogénio liquido.

As células a serem congeladas foram ressuspensas em Hanks'BSS, em concentracao
de até 20 x 10° linfécitos /ml. A suspensé&o foi resfriada a 4°C e misturada, volume a volume,
com soluggo de DMSO (Dimetilsulféxido- Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) a 20 %
em solucdo salina balanceada de Hanks a 4°C. Imediatamente apds, a mistura foi introduzida
em frascos plasticos (volume 0,5ml) e mantidos a -80°C, por, no minimo, 2 horas, para obter
queda gradual de temperatura. A seguir, os frascos foram mergulhados em nitrogénio liquido.

Para descongelamento, os frascos foram colocados por 30 segundos em banho-maria,
a 37°C. A seguir, o contelido foi transferido para tubos de ensaio conicos, contendo 2 ml de
Hanks'BSS enriquecido com 5% de soro bovino fetal, A suspensdo foi, entdo, centrifugada
(200g por 10 minutos), a temperatura ambiente, e lavada por uma vez em MHanks'BSS.

Nos testes de microlinfocitotoxidade foram utilizadas células com viabilidade superior a
90%; e, no testes CELISA, foram utilizadas as mesmas suspensdes celulares desidratadas.

1.3.-REAGAO DE MICROLINFOCITOTOXICIDADE

1.3.1-REACAO DE MICROLINFOCITOTOXICIDADE CLASSICA DEPENDENTE DE
COMPLEMENTO (CDC)

A microlinfocitotoxicidade classica consiste na incubacgo prévia de linfécitos vidveis
com soro do paciente e posterior incubagio com soro de coelho como fonte de complemento.
S&o consideradas reacdes positivas, as escavagbes da placa de microlinfocitotoxicidade onde
mais de 50 % dos linfocitos se encontram mortos. A observagéo da porcentagem de células
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mortas é feita através da adicdo do corante vital azul tripan em microscopia optica comum.

O teste foi realizado em placas de microlinfocitotoxicidade (Faicon Plastics Division of
B. D. Laboratories Inc., Los Angeles, USA) e os reagentes distribuidos com microsseringas
munidas de distribuidor repetitivo (Hamilton Co. Inc Whittier, California, USA).

A cada escavagdo da placa, ja contendo um microlitro do soro, foi adicionado um
microlitro de suspensao de linfocitos T, ajustada a concentragdo de 2x 10° por ml, em solucdo
de Hanks'BSS. Apés incubagdo por 30 minutos a temperatura ambiente (22-25°C), foram
adicionados 5 microlitros de soro de coelho, como fonte de complemento. Apés incubagéo por
mais 60 minutos, a temperatura ambiente, o excesso de complemento foi retirado por inverséo
brusca da placa e um microlitro de solucdo de azul tripan foi adicionado a cada escavacgéo.
Apés pelo menos 30 minutos, foi procedida a leitura em microscépio optico comum com
aumento de 100 vezes {Terasaki & Mc Clevelland, 1864).

1.3.2- REACAO E MICROLINFOCITOTOXICIDADE CLASSICA POTENCIALIZADA PELA
ADICAO DE ANTIGAMAGLOBULINA HUMANA (CDC-AGH)

A adicio de antiglobulina humana (AGH) (Soro de Coombs- Biotest S/A) na prova de
microlinfocitotoxicidade foi proposta com a finalidade de aumentar sua sensibilidade (Jonhson
et al..1972;Cross et al.; 1976). Para isto, antes de se adicionar o complemento, lavou-se trés
vezes as células contidas nas escavacbes da placa Terasaki, completando-se cada
escavacio com solucdo de Hanks'BSS, com auxilio de uma pipeta Pasteur, que, apés 5
minutos, era retirada com auxilic de compressa de gaze. Apds a ultima lavagem, adicionou-se
lul da AGH, previamente titulada e, apos exatamente 1 minuto, foi adicionado o soro de
coelho como fonte de complemento. Seguiu-se, entdo, os mesmos procedimentos descritos
para a prova de microlinfocitotoxicidade classica.

1.3.3-PROVA CRUZADA ("“CROSSMATCH")

Alem do emprego do método CELISA, a pesquisa de anticorpos citotdxicos, no soro do
receptor do transplante renal, contra antigenos linfocitarios do provavel doador, também foi
avaliada atraves da reag@o de microlinfocitotoxicidade classica dependente de complemento
(CDC) e potencializada pela adigdo de antigamaglobulina humana (CDC-AGH). Nestes testes,
foram realizados em triplicatas, empregando-se 1,23, microlitros da amostra de soro néo

diluida e 1ul de soro diluido a 1:2, 1:4, em soro humano normai de individuo n&o transfundido
do grupoc sangliineo AB, diluido ao meio em solugdo de Hanks’'BSS. Em adiggo, foram
inclusos no teste, controles negativo (soro humano normal do grupo AB néo diluido) e positivo
(mistura de soros anti-HLA multiespecifico, contendo mais de 90% de reatividade contra
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painel de linfocitos avaliados pelo teste de microlinfocitotoxicidade). As mesmas células foram
utilizadas para sensibilizacdo imediata das placas de ELISA, para posterior realizagdo da
prova cruzada pelo método CELISA..

1.3.4-REATIVIDADE CONTRA PAINEL DE LINFOCITOS (RCP)

A reatividade dos soros de pacientes renais cronicos e com histéria de aborto
espontaneo recorrente (AER) imunizadas com linfocitos do esposo, foram avaliados através
da reago de microlinfocitotoxicidade classica e potencializada por antigamaglobulina
humana, frente a suspensdes de linfocitos T de, pelo menos, 28 individuos normais,
previamente selecionados, de modo a abranger o maior nimerc possivel de diferentes
especificidades HLA conhecidas. Para as provas de microlinfocitotoxicidade, o painel de
celulas foi constituido por células vidveis recém-separadas do sangue periférico. Estas

mesmas células foram mantidas congeladas em nitrogénio liquido até o momento da
sensibilizacéo das placas (descrito a seguir) para avaliacio do painel pelo método CELISA.

A reatividade do soro foi definida pela percentagem de reaces positivas frente a
células do painel nos trés métodos.

1.4.-PREPARAGCACO DAS PLACAS PARA CELISA

1.4.1- SENSIBILIZACAO DAS MICROPLACAS PARA ELISA E DETERMINACAO DA
CONCENTRACAQO CELULAR ADEQUADA.,

A populagdo purificada de linfocitos T, ressuspensa em 1mi de Hanks, foi lavada 3
vezes com PBS pH 7,2. Concentragtes variando entre 500.000 a 500 celulas, por escavacao,
foram colocadas em cavidades da microplaca de poliestireno de fundo chato para ELISA,
tendo-se o cuidado de manter a solugio homogénea por constante agitacao.

As placas contendo a suspenséo de linfocitos foram mantidas & temperatura ambiente
(24°C), sob ventilagéo forgada, por pelo menos até 16 horas ou até ficarem completamente
secas. As placas foram usadas imediatamente, ou seladas e armazenadas a -20°C por até 6
meses.

Inicialmente, para a padronizag@o dos demais fatores envolvidos no método CELISA,

utilizou-se a concentragéo de 5X10° célulasfescavagdo (50ul de 1X10% linfécitos T por mi),

recomendada por outros autores gque estudaram sistemas semelhantes (Schiosser et al,
1991; Effros et al., 1985; Morris, et al., 1982).
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14.2 - PADRONIZACAO DA SOLUCAO BLOQUEADORA DOS SiTIOS LIVRES DA
MICROPLACA

Sitios de ligagbes na superficie da microplaca, que restam ndo recobertos apos a
fixacdo do antigeno a fase sdlida, permitem adsorgéo inespecifica a parede da micropiaca,
principalmente de imunoglobulinas, podendo levar a resuitados falso-positivos nas reactes
imunoenzimaticas, devido & imobilizagdo inadequada do anticorpo marcado, revelador da
reacdo. O principio do uso de solugdes bloqueadoras reside em recobrir estes sitios com
proteinas ndo humanas, associado ao uso de detergentes nao-ibnicos; impedindo, assim, que
a antiglobulina humana marcada (conjugado) se ligue inespecificamente.

Foram analisadas oito diferentes solu¢des bloqueadoras, variando na sua composicao
quanio a presenca e concentracdo de detergente ndo idnico Triton-x-100 (Sigma Chemical
Company, / St. Louis, USA), leite desnatado (Molico®, Nestié, Sao Paulo, Brasil), mistura de

soro de Coelho, inativado, em banho-maria, a 56°C por 30 minutos, em solugdo tampdo 10mM
TRIS-HCI pH 7,6 - Tris (hidroximetil)aminometano (Sigma C. Company-T 1378), HCL P. A.
(Merck Laboratérios S.A, Industrias Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil).

As solugbes foram testadas sobre trés diferentes marcas de microplacas para ELISA
Costar-3590 H (Costar Corporation, Cambridge, MA), Nunc-immuno 442404 {Nunc-2000,
Naperville, IL), Immunolon-1, (Fisher Scientific, Pittsburg, PA) nao sensibilizadas e
sensibilizadas com 50p! da suspenso de linfocitos T, na concentracdo de 1x10° /ml (em
tamp&o PBS), tendo, como pardmetros, um soro conhecidamente positivo pela técnica de
microlinfocitotoxicidade (RCP > 90%) e, como controle negativo, uma mistura de 20 soros
humanos normais de individuos do sexo masculino, doadores de sangue ndo fransfundidos,
que foram adicionados na quantidade de 50ul, diluidos ao meio no mesmo tampéo
bloqueador. A avaliagfo foi feita para cada uma das solugbes, através da leitura da
densidade optica (DO) dos soros, em espectrofotdmetro Titertek multiscan plus, utilizando
filtro com comprimento de onda de 492nm.

1.5 - SOLUCAO DE LAVAGEM

Em uma reagio imunoenzimatica, anticorpos ndo fixados especificamente & fase
sélida, neste caso, aos linfocitos T adsorvidos a placa, precisam ser removidos. Para tanto,
foram testadas duas solugdes de lavagem, diferindo quanto & presenca ou nao de detergente

n&o idnico Triton-X-100 no tampéac Tris-HCL.
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1.6- TITULACAO DO CONJUGADO E TEMPO DE INCUBACAO COM O SUBSTRATO.

Foi utilizado conjugado comercial, anticorpo de cabra anti-lgG humano marcado com
peroxidase (Sigma Chemical Company, St. Louis), diluido a 1/2000 em tamp&o Tris- BSA 1%
(Sigma Chemical Company- St Louis -n°6789).

O titulo do conjugado utilizado no teste CELISA foi determinado, avaliando-se as
densidades oOpticas obtidas com diluigdes que variaram de 1/200 a 1/8000, em dois diferentes
tempos de incubagdo com o substrato, sobre placas sensibilizadas com a concentracdo de 5 x
10* células por escavacdo, frente a soros controles positivo e negativo.

1.7 - EXECUGCAQ DO TESTE CELISA

Apbs se definirem a concentragio celular, o tampao bloqueador, a solu¢do de

[avagem, o titulo do conjugado e os tempos de incubagbes, o teste CELISA foi padronizado
como descrito a seguir.

Foram utilizadas placas sensibilizadas com triplicatas das suspensbes linfocitarias,
adicionadas na concentracdo de 5X10* células por escavago (50 ul de 1X10° finfocitos / m,
em PBS) e mantidas congeladas a -20°C .

No inicio do teste, aguardou-se até que as placas atingissem a temperatura ambiente,
na qual todos os procedimentos do teste foram realizados.

l.ogo a seguir, & cada escavacdo, foram adicionados 200pl de tampio PBS-Azida
0,1%, pH 7,2, para reidratacéo das suspensdes celulares.

Apos 10 minutos, foi desprezado o tampso reidratante, por inversio brusca e batidas
repetidas da placa invertida sobre papel absorvente.

Ent&o, sobre a suspens&o celular, foram adicionados 200ul de solucdo blogueadora,
que apos, 45 minutos de incubagio, foi retirada, utilizando-se 0 mesmo processo descrito
anteriormente.

A seguir, com ajuda de automagdo ou de forma manual, a placa foi lavada por trés
vezes com solucio de lavagem (TRIS-HCL, 0,05% Triton-X-100), adicionando-se 200ul da
solugdo em cada cavidade da placa a cada lavagem;, tendo-se ¢ cuidado de observar um
tempo minimo de 30 segundos, antes da retirada da solugéo por inverséo brusca e absorgio
em papel absorvente.

Posteriormente foram adicionados 50u! do soro a ser testado e dos soros controles
negativo e positivo, diluidos a 1/2 no tamp&o bioqueador inicial, sobre as células fixadas &
microplaca.

Apos 45 minutos de incubacéo, repetiu-se o procedimento de trés lavagens com
tampao TRI-HCL, 0,05% Triton-X-100, para refirada das substancias séricas ndo ligadas aos
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antigenos de superficie celular.

Adicionou-se, entdio, 50ul do conjugado enzimatico (anti- IgG humana conjugado com
peroxidase) diluido a 1/2000, incubando-se por mais 30 minutos.

O conjugado enzimatico n&o ligado especificamente foi refirado através de mais trés
lavagens com tampao TRI-HCL, 0,05% Triton-X-100. A reagao enzimatica foi iniciada pela

adicao de 50ul de solugcdo cromogena OPD (o-phenilencdiamina 2 HCL, 1,0 mg/ml (Sigma
Chemical Company n° p-8287), em tamp#o citrato-fosfato, 0,05M, pH 5,0 contendo 0,03% de
perborato de sodio - Sigma Chemical Company, St. Louis, USA- n® P 4922); solucdo esta que
foi preparada no momento do uso. Apbs 15 minutos ao abrigo da luz, a reacdo foi
interrompida pela adi¢o de 50ul de H,SO,4 1N.

Avaliou-se a intensidade de cor desenvolvida em leitor de placa para ELISA marca Titertek
MultiScan- Plus, em comprimento de onda de 490nm.

1.8 - AVALIACAO DO TESTE

O limiar de reatividade (“cut off”) foi determinado apés andlise da reatividade de soros
negativos para aloanticorpos leucocitarios, obtido de doadores de sangue normais do sexo
masculino, ndo transfundido. Para controlar as varagBes individuais destas amostras,
passou-se a considerar, como limiar de reatividade, o valor médio das absorbancia das
triplicatas obtidas em presenca do controle negativo, constituido por uma mistura de soro
humano normal de 20 individuos, acrescida de dois desvios-padrées. Este ponto de corte foi
definido pela andlise das variagbes individuais, intratestes, das amostras negativas e positivas
{estadas em triplicata.

1.9 - REPRODUTIBILIDADE

A reprodutibilidade pode ser avaliada intratestes ou interteste. A reprodutibilidade
intrateste refere-se a repeticdo do teste, ao mesmo tempo por ensaios em duplicata ou
triplicata; e a reprodutibilidade interteste, a repeticiio da mesma amostra em testes realizados
em ocasides diferentes.

1.9.1- REPRODUTIBILIDADE INTRATESTE

Para se avaliar a reprodutibilidade infrateste, foram observadas as variacbes das
densidades opticas das triplicatas obtidas com testes CELISA, realizado com as amostras de
soros de pacientes renais cronicos, reagentes e no reagentes, frente a suspensBes de
linfocitos T de 15 diferentes doadores cadaveres, além das obtidas frente aos soros controles
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positivos e negativos. Os resultados obtidos no teste CELISA foram posteriormente
comparados aos obtidos nos testes de microlinfocitotoxicidade classico e potencializado com
antigamaglobulina humana, realizados paralelamente.

1.9.2 ESTABILIDADE DAS SUSPENSOES ANTIGENICAS NA REPRODUTIBILIDADE DO
TESTE CELISA E REPRODUTIBILIDADE INTERTESTE

Para estudo da estabilidade antigénica das suspensdes de linfocitos T, foram
utilizadas microplacas de ELISA, tendo, como antigeno as mesmas populacdes celulares
empregadas no método de citotoxicidade no momento da prova cruzada pré-transplante
renal, armazenadas a -20°C. As provas cruzadas pelo método CELISA foram realizadas logo
apos a sensibilizagdio, e 6 meses depois, para verificagio da estabilidade da suspenséo
antigénica e variagdo interensaio. Os resultados obtidos foram comparados aos obtidos pelo

meétodo de microlinfocitotoxicidade clssico e potencializado com AGH.
1.10-ESTUDO DA SENSIBILIDADE DO METODO CELISA

Para o estudo da sensibilidade do teste de CELISA, se utilizaram duas populacfes
celulares de linfécitos T: uma portando antigeno HLA- A24, e outra HLA-A23 e dois soros com
especificidades conhecidas, anti-HLA A23, e anti-HLA A24, definidas pelo método de
microlinfocitotoxicidade  classico (CDC). Diluvicdes destes soros foram avaliadas,
concomitantemente, pelo método CDC, potencializado pela adicdo de antigamaglobulina
humana (CDC-AGH) e CELISA.

1.11- ESTUDO DA ESPECIFICIDADE DO METODO CELISA

Para a analise da especificidade, foram utilizados soros provenientes de 10 gestantes
normais, obtidos no primeiro trimestre de gravidez e soro de 96 pacientes em hemodialise
cronica, num total de 226 comparagdes entre os métodos CELISA CDC e CDC-AGH.

Os soros de gestantes foram avaliados frente a suspensdes celulares de, pelo menos,
10 diferentes individuos; e os soros dos pacientes renais crénicos foram avaliados frente a
suspensoes celulares de, pelo menos, um individuo, obtidas por ocasido da prova cruzada pré
transplante com doador cadaver

As placas para realizagdo do teste CELISA foram sensibilizadas com as mesmas
células usadas no teste CDC e CDC-AGH.
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1.12- APLICACAC DO METODO CELISA PARA AVALIACAQ DA REATIVIDADE CONTRA
PAINEL DE LINFOCITOS

Para a avaliagdo da reatividade do sorc contra painel de linfocitos (%RCP) e
caracterizacdo da especificidade anti-HLA dos anticorpos, foram conservadas suspensoes
enriquecidas em linfécitos T, em nitrogénio liqiido de 28 diferentes individuos tipados para os
antigenos HLA-A e B. Estas células foram submetidas ao teste de microlinfocitotoxicidade
classica, potencializada com AGH, e CELISA.

Para a realizacdo do teste empregando-se o método CELISA, as placas foram
previamente sensibilizadas, com friplicatas de cada umas das mesmas 28 diferentes
suspensdes de celulas T utilizadas nos testes de microlinfocitotoxicidade. Das 3 escavagles
que compunham a triplicata, duas foram utilizadas para o soro teste e uma para o soro
controle negativo (mistura de soro humano normal), tendo, assim, cada célula seu controle

negativo individual. Cada microplaca teve, também, trés escavacbes sensibilizadas com uma
suspensao celular qualquer, para ensaio, em duplicata, do soro controle positivo, e uma
escavacdo livre de qualquer soro, para controle da retirada do conjugado inespecificamente
ligado, ou que restou livre apds os procedimentos de lavagem.

O limiar de positividade (“cut off”) foi definido pela média das densidades opticas do
controle negativo, observado para cada célula, acrescido de mais 2 desvios-padrdes.

O presente estudo avaliou amostras de soros de 7 pacientes com histéria de aborto
espontaneo recorrente (AER), submetidas a terapia imunizante com linfocitos do esposo e
soro de pacientes renais cronicos politransfundidos. No caso de pacientes com AER, tanto a
paciente como o esposo foram previamente tipados para os antigenos HLA A e B.

O painel em que foram avaliados os soros das pacientes com AER continha 21
diferentes especificidades HLA, classe |, sem considerar os antigenos com alta incidéncia de
reaca@o cruzada - “splits” (A1, A2, A3, A9, A10, A11, Aw19, A28, B5, B7, B8, B12, B13, B15,
B16, B17, B1§, B21, B22, B27, B35).

O painel em que foram avaliados 0s soros de pacientes renais crénico continha 23
diferentes especificidades HLA, classe | (A1, A2, A3, A9, A10, A11, Aw19, A28, B5, B7, BS,
B12, B13, B14, B15, B16, B17, B18, B21, B35, B37, B40, B53).

Nos anexos 4 e 5 estdo representadas as tipagens HLA-A e B, definidas pelas
especificidades privadas (Splits), de cada célula utilizada no painel e das pacientes com AER
e seus conjuges.

Nos métodos CDC e CDC-AGH foram utilizados linfocitos vidveis, enguanto que, no
método CELISA, empregaram-se linfocitos desidratados e adsorvidos em placas de ELISA.,
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1.13 - AVALIACAO DA RELEVANCIA CLINICA DA PROVA CRUZADA E REATIVIDADE
CONTRA PAINEL NA EVOLUCAO DO ENXERTO RENAL AVALIADAS PELO
METODO CELISA

A prova cruzada, empregando-se o método CELISA, foi realizada entre as amostras
pré-transplante de 18 pacientes submetidos a transplante de rim de doador cadaver.

Para & avaliagio da RCP, foi realizado um estudo retrospectivo com as amostras pré-
transplante de 22 pacientes, sendo que 6 receberam rim de irmé&c HLA parcialmente idéntico
e os demais, de doador cadaver. Neste trabatho foram inclusos 9 transplantes com boa
evolucdo e 13 com ma evolugdo, sendo que, em 11, a perda foi devido a fatores
imunolbgicos.

1.14 - METODOS ESTATISTICOS:

Em todos os testes, fixou-se nivel para rejeicdo da hipblese de validade em “p” menor
ou igual a 0,05.

Foi empregado o teste ndo paramétrico do Qui-quadrado para comparacdes das
variaveis qualitativas (tabelas de contingéncia) dentre duas amostras independentes (Qui-
quadrado com corregdo de Yates) entre os métodos CELISA, CDC e CDC-AGH.

Os testes paramétricos de Analise de Varianca para dois fatores com repeticdo foram
utilizados para avaliar o tipo de placa de ELISA, solugbes bloqueadoras e suas interacbes; e o
teste T de Student para avaliar diferengas entre duas amostras, presumindo variancas
equivalentes.
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RESULTADOS
2.1- PROCESSO DE BLOQUEIO DOS SITIOS LIVRES DA MICROPLACA

Diferente da interacdo antigeno-anticorpo, o processo de adsorgdo do antigeno a
superficie sdlida nao € especifico. A superficie do plastico, ndo recoberta apés a
sensibilizacdo da microplaca com o antigeno, pode permitir a ligacéo direta de proteinas como
a imunoglobulina, durante a incubacdo com o soro, ou do conjugado. Esta adsorgéo
inespecifica a parede da microplaca pode levar a resultados falso positivos, verificado através
do aumento do valor da absorbancia, na auséncia da reacdo especifica antigeno anticorpo.

A tabela 1 mostra as densidades opticas obtidas (DO), quando testados trés diferentes
tipos de micropiacas para ELISA (Costar®, Immunoion-1® e Nunc®), submetidas a 8
solugbes bloqueadoras com composicéo variada, a fim de se verificar a eficiéncia do blogueio

de sitios de ligagbes inespecificas a superficie plastica das microplacas antes da
sensibilizagdo com a suspenséo de células T. Para avaliar a eficiéncia do bloqueio, apos ¢
tratamento com as solugdes bloqueadoras, foram adicionados 50 microlitros de soro humano
normal em cada escava¢do da placa e seguidas as todas etapas de um teste
imunoenzimatico. Como nio havia antigeno adsorvido, ndo se esperou a ligacdo de
anticorpos conjugados a enzima, e, portanto, nenhuma reacdo colorimétrica com a adicéo do
substrato OPD revelado pela intensidade da densidade 6ptica medida em espectrofotdmetro.
Entretanto, como pode ser observadas na tabela 01, reacdes inespecificas ocorreram com as
8 solugdes blogueadoras, nos 3 tipos de placas utilizadas.

A aplica¢do do teste de analise de varianca para dois fatores com repeticfio (triplicatas)
mostrou diferencas estatisticamente significantes nos valores das DO entre os tipos de placas
(p= 1,3X10%) e solugdes bloqueadores (p= 2,8X1 0'22) utilizadas. A analise mostrou, também,
interacdes significantes entre o tipo de placa e solugfio bloqueadora (p = 1,3X10™.

Analisando-se separadamente cada tipo de placa, constatou-se que, com a marca
Nunc®, foram obtidos os menores valores de DO, independentemente do tipo de tampao
bloqueador utilizado. Entre as 24 observacdes realizadas para cada tipo de placa, as DO
variaram de 0,001 a 0,051 (média = 0,013) com a placa Nunc®; de 0,32 a 0,547 {média =
0.167) com a placa Immunolon-1®; e de 0,048 a 0,469 (média = 0,155) com a placa Costar®.

N&o foram reveladas diferencas estatisticamente significantes entre as DO observadas
entre as placas de marcas Immunolon-1® e Costar®, aplicando-se o teste T de Student para
duas amostras, presuminde varidncias equivalentes. Entretanto, ambas mostraram valores de
D.Q. maiores, ao se compararem os valores observados com a placa da marca Nunc®. Os

valores de p (bicaudal) foram de 1,3X107, entre as placas Costar® e Nunc®; e de 5,3X10%,
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entre as piacas immunolon-1® e Nunc®.

A solucio bloqueadora nimero 5 (constituida de tampé&o Tris-HCI com 0,1% de Triton-
X100, 1% de soro de coelho e 3% de leite em po) foi a que proporcionou os menores valores
de D.O. , tanto com a placa Costar® (média = 0,056), como com a placa immunolon-10
(média 0,040). Todavia, mesmo com esta solucdo bloqueadora, as D.O. observadas com
estas placas foram maiores (p = 0,001) quando comparadas com a placa da marca Nunc®.

Estas mesmas solugdes bloqueadoras foram avaliadas nos 3 tipos de placa adsorvidas
com 50 000 linfocitos T por escavagéo na presenga de soros controles negativo ou positivo
(soro com, pelo menos, 90% de reatividade em painel de linfécitos pelo método de
microlinfocitotoxicidade). Como a situacéo ideal seria aquela em que se observassem os
maiores valores de D.0. em presenca de controle positivo (CP); @ menores em presenca do
controle negativo (CN), foram calculados os indices CP/CN para facilitar as analises. Os
dados estao expressos na tabela 02.

A aplicagdo do teste de analise de varidncia para dois fatores com repeticdo
(triplicatas) mostrou diferencas estatisticamente significantes nos valores dos indices CP/CN,
apenas entre os tipos de solucio blogueadoras (p = 1,2X1 0'25); mostrando que as diferencas
na capacidade de adsorcdo inespecifica entre os tipos de placas tendem a desaparecer,
quando as mesmas sao adsorvidas com as suspensdes celulares.

As solugdes blogueadores em que foram observados os maiores indices CP/CN foram
as de numero 1, 5 e 7. A andlise de varianca ndo mostrou diferenca estatisticamente
significante entre efas. Os valores dos indices CP/CN variaram de 1,81 a 2,0 (média = 0,90),
entre as solucbes 1,5 e 7 e foram maiores que os observados com as demais solugbes,
2,3,4,6 e 8, que variaram de 1,16 a 1,78 (média = 1,60).

Embora as solugbes 1 e 7 tenham se mostrado eficientes como bloqueadoras, optou-
se pelo uso da solucio numero 5, constituida de tamp&o Tris-HCI, pH 7,6 com 0,1% de Triton-
X100, 1% de soro de coetho e 3% de leite em pd desnatado, pois foi a que proporcionou os
maiores indices CP/CN médios (2,0 com a placa Costar® e 1,9 com a placa Immunolon-1® e

Nunc®), e, portanto, mais eficiente para bloquear a ades&o inespecifica de IgG sérica ou
mesmo do conjugado tanto a superficie plastica, como a possiveis receptores celulares.

Uma vez que, com o uso destes tampdes bloqueadores, as diferencas entre os tipos
de placas desapareceram, foi possivel se realizarem testes em placas Costar® n°3590-H,
disponiveis no laboratorio.
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TABEL-A-01

Densidades épticas obtidas com diferentes solugdes bloqueadoras em microplaca para
ELISA na presenga de soro humano normal* e na auséncia de suspensio antigénica

Placas de ELISA Avaliadas

Solugao Bloqueadora Costar® immunolon-1°® Nunc®
TRIS-HCI 0177 0,138 0,015
1 0,2 % Triton-X100 0,189 0,114 0,002
1.0 % soro de coetho 0,102 0,158 {0,003
TRIS-HC! 0,187 0,260 0,051
2 0,1 % Triton-X100 0,176 0,263 0,009
1,0 % soro de coelho 0,146 0,167 0,010
TRIS-HCI 0,469 0,547 0,008
3 0,05 % Triton-X100 0,380 0,546 0,001
1,0 % soro de coetho 0,353 0,404 0,013
TRIS-HCI 0,267 0,182 0,018
4 0,2 % Triton-X100 0,143 0,183 0,002
0,135 0,166 0,602
TRIS-HCI 0,087 0,052 0,011
8 0,1 % Triton-X100 0,048 0,036 0,011
1,0% soro de coetho + 3,0 % leitc em po 0,053 0,032 0,007
TRIS-HCI 0,060 0,072 0,018
& 0,05 % Triton-x100 0,045 0,052 0,002
1,0% soro de coelho + 3,0 % leito em po 0,047 0,040 0,032
TRIS-HCI 0,154 0,118 0,014
7 0.1 % de Triton-X100 0,125 0,117 0,024
3,0 % leite em po 0,119 0,135 0,020
TRIS-HCI 0,114 0,070 0,011
8 50 % leite em pd 0,082 0,065 0,016
0,083 0,066 0,008

*Soro humano normal {mistura de soro de 20 individuos normais, do sexo masculino e ndo transfundidos)
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TABELA-02

Densidades épticas obtidas com Diferentes Solugées Bloqueadoras em placa para
ELISA Sensibilizadas com 5X 16 Linfécitos T por cavidade

Placas de ELISA Utilizadas

Solugdo Bloqueadora Costar® Immunolon-1° Nunc®
oN- _lcp~ lcopron| eN | cp lcpen | oN | cP | cPon

TRIS-HCI 0498 | 00 1,82 0455 | 0802 1,98 0438 | 00031 206

4 0,2 % Triton-X100 0450 (0889 104 0456 Q9051 198 0483|0807 188
1,0 % soro de coelho 0500 | 080037 180 0488 |0897t 180 104600830 182

TRIS-HCI 0579 | 0827 1,80 0553 | 0822 1.687 0,580 1 0,821 1,59

2 C.1 % Triton-X100 0514 | 0888 1.75 0532 [0887 1 163 0534 1 0,805 1,68
1,0 % soro de coelho 0487 {08001 183 0485 108781 181 0,480 | O824 | 1,83

TRIS-HCI 0454 {0800 1,76 | 045 |0801| 176 |0463|07%0| 1.73

3 0,05 % Triton-X100 0455 |0815| 170 | o440 |0817| 182 |0453| 0811 17
1.0 % sor¢ de coetho 420 | 0823 1,68 0450 | 0800 1,78 0,488 | 0,802 1,64

TRIS-HCI 0602 10,789 1,31 0600 | 0,700 1,17 0602107041 117

4 0,2 % Triton-X100 0611 108001 1,3 0604 08901 116 | 0608|0700 1,15

0800 |0804; 134 0605 [O700F 116 | 0803|072 1,16

TRIS-HCI 0384 10700 182 0345 10697 202 {0383 072 181

5 Gt % Triton-X100 0341 [O722] 2142 0386 (0688 1,78 |[O37T7| 0807 185

1,0% soro de coetho + 3,0 % leito em p6 0348 | 0716 206 Q377 10684 184 103540700 188

TRIG-HCI 0362 {0680 1,70 0426 {0835 154 (0400|0864 1,635

8 0,05 % Triton-X100 0388 {0654 169 0418 {0000 146 |0402{0633} 157

1,0% soro de coelho + 3,0 % leito em pé 0532 08685 1,70 0427 1068031 1,4 0,410 | 0,621 1,51

TRIS-HCI 037 0712 180 0380 10700} 184 (0376|0701 | 1,862

7 Q.1 % de Triton-X100 037 0700 185 0388 0721 186 |0O373|0770] 206
3.0% leite em po 0380 |0734] 183 0402 |O708| 1,73 | 0400|0700} 1,75

TRIS-HCI 0402 {0501 1,24 0400 108561 139 | 0405 0501 1,24

8 50% leite em po 0403 0503 125 0405 | 0544 134 | 04070508 | 1,25

0406 {0576 142 0412 ;05681 138 |00 0520 1,27

* CN = Controle Negativo (mistura de soro de 20 individuos normais, do sexo masculino e ndo transfundidos)
™ CP = Controle Positivo (amostra de soro de individuo renal erdnico com 90 2 100 % de reatividade contra painel
de linfocitos T pela técnica de microlinfocitotoxicidade)
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2.2- DETERMINAGCAQ DO TAMPAO DE LAVAGEM

Nos testes imunoenzimaticos heterogéneos, € de vital importéncia a completa retirada
do sistema, de anticorpos anti-imunogiobulina conjugados a enzima que ndo se fixaram ao
primeiro anticorpo, ou que aderiram inespecificamente a superficie celular, antes da adi¢do do
substrato, alvo da a¢3o enzimatica. Nesta padronizacio, foi avaliada a eficiéncia da inclusdo
de 0,05% de Triton-X-100, um detergente ndo idnico, na solugo de lavagem constituida de
tampéo TRIS-HCL, com pH 7.6.

Para estudar a a¢io deste detergente, foram avaliadas as densidades épticas (D.O.)
no teste de CELISA realizado em placas sensibilizadas com 50000 linfocitos por escavacéo
frente a soros controles negativos e positivo.

Na tabela 03, estdo representadas as triplicatas das densidades dpticas obtidas
apenas na presenca do conjugado; na presenc¢a dos controles negativo (CN) e positivo (CP);
bem como o indice CP/CN e a diferenga [CP — CN].

TABELA 03

Densidades opticas obtidas segundo a adigdo de Triton-X-100 na solugio de lavagem

Confroles®
Solucéo de Lavagem Conjugado Negativo Positive | CP/ICN | CP-CN
0,136 0,139 0,505 363 {1,366
TRIS-HCL + 0,05% de Triton-X100 G,128 0,148 0,402 2,70 0,253
0117 0,142 0,408 287 | 0,266
0,291 0,211 0,594 2,81 0,383
TRIS-HCL 0,283 0,201 0,558 2,78 0,357
0,394 0,218 0,540 248 | 0,322

* Controle conjugado (conjugado adicionado na auséncia de soro controle)
Controle Negative (mistura de soro de 20 individuos normais, do sexo masculine e néo transfundidos)
Controle Positive (amostra de soro de individuo renal crénico com 90 a 100 % de reatividade contra painel de
linfécitos T pela téenica de microlinfocitotoxicidade)

Embora o teste T de Student n3o tenha revelado diferengas estatisticamente
significantes entre a adigio ou n&o de Triton-X100, quer ao se analisarem os indices CP/CN,
quer a diferenca CP-CN, optou-se pela adi¢@o deste detergente ao tampéo de lavagem, pois,
em sua presenga, foram observados os mencres valores de DO.; tanto no controle do
conjugado, como no controle negativo, facilitando a remogdo do conjugado livre.
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2.3- DETERMINACAO DA CONCENTRACAC CELULAR PARA SENSIBILIZAGAQO DA

MICROPLACA

Alguns autores tém relatado que a sensibilidade dos testes imunoenzimatico em fase
solida é melhor quando se trabalha em condicbes de excesso de antigeno (Gripenberg &
Kurki, 1986).

A presente pesquisa avaliou o efeito da concentracédo de linfocitos T nos valores das
densidades 6pticas obtidas frente a soros controles negativo e positivo.

Na tabela 04, esto representadas as densidades Opticas das triplicatas dos testes

realizados em concentragdes de linfocitos T que variaram de 5X10° a 5X10° por escavacio.

Tabela-04

Densidades épticas Médias obtidas em diferentes concentragdes de Linfécitos T em
presenga de Soro Controles Negativo e Positivo.

Numero de Linfécitos T por cavidade

Controle* | 5x10° | 2.5x10° | 1.25x10° | 5x10* 5x10° 2x10° | 1x10° | 5x10?

0,340 | 0,309 0,318 0,374 0,332 0,275 0,314 | 0,320

Negative | 0,320 | 0,331 0,334 0,382 0,356 0,276 0,317 | 0,328

0,330 | 0,282 0,343 0,371 0,381 0,299 0,308 | 0,332

0,490 | 0,480 0,565 0,634 0,634 0,480 0,449 | 0,428

Positivo | (0,460 | 0,489 0,619 0,643 0,622 0,489 0,428 | 0,432

0,518 | 0,450 0,583 0,647 0,638 0,449 0,432 | 0,436

CP/CN™ 1,5 1.5 1,8 1,7 1,8 1,7 1.4 1,3

CPHCN+2dp) | 1 4 13 17 1,7 1,6 1,5 1.3 1.3

* Controle Negativo (mistura de soro de 20 individuos normais, do sexo masculine e n3o transfundidos)
Controle Positivo (amostra de soro de individuo renal cronico com 90 a 100 % de reatividade contra painel de
linfocitos T pela técnica de microlinfocitotoxicidade)
** Indice CP/CN = média das triplicatas das D.O. obtidas em presenga de sore controle positive dividido pela
média das D.O. obtidas em presenca de sore controle negativo.

indices CP/CN médios de 1,7 ou 1,8 foram observados na faixa que variou de 1,25)(105 a
2X10° linfécitos por escavagdo. Aparentemente, concentragdes maiores induzem maior
numero de ligagdes inespecificas das imunoglobulinas séricas efou do conjugado,
evidenciado pelo aumento das densidades opticas obtidas em presenca de controle negativo.
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Ao contrario, com o emprego de concentragbes de linfocitos menores que 2X10°, o teste
tende a perder a sensibilidade, evidenciado pela diminuicdo das densidades dpticas obtidas
em presenca do soro controle positivo.

A anslise de varianga para dois fatores com repeticdo (triplicatas) sé mostrou
equivaléncia estatisticamente significante entre o uso das concentracées 5X10" e 5X10°.

Devemos ressaltar que o teste de CELISA permitiu discriminar reacfes positivas e
negativas em todas as concentracdes avaliadas, pois, mesmo se empregando como valor de
corte (cut off) a média das densidades épticas observadas no controle negativo acrescida de
2 desvios-padrfes, as médias das densidades Opticas observadas nos controles positivos
foram, pelo menos, 1,3 vezes maiores [CP/CN+2dp)].

Optamos pelo uso da concentracdo de intermediaria de 5X10* linfocitos por
escavacdo, pois esta, além de apresentar bom poder discriminatério entre reacbes positivas e
negativas, e de representar uma situaco em que se evita excesso ou escassez de antigenos,

foi, também, a preconizada por outros autores que utilizaram linfocitos em sistemas de ELISA
de fase sélida (Morris et al, 1982; Effros et al., 1985; Schlosser, et al., 1991).

2.4- DETERMINAGAQ DA CONCENTRACAO DO CONJUGADO E TEMPO DE REACAO
COM O SUBSTRATO INDICADOR

Em testes imunoenzimaticos, tem sido preconizado que a concentracdo do conjugado
enzimatico e o tempo de incubagéo com o substrato, indicador da fixac&do do anticorpo anti-
imunogiobulina, podem ser varidveis e sfo, em geral, inversamente proporcionais, Isto é, caso
haja a necessidade de o teste ser realizado em curto espaco de tempo, costuma-se utilizar
maiores concentragdes de conjugado; por outro lado, conjugados mais diluidos devem ser
incubados por um periodo de tempo maior (Voller, 1988).

A tabela 5 mostra a média das densidades Opticas com controles positivo e negativo
testado em triplicata, usando-se diluigbes de conjugado que variaram de 1:200 a 1:8000. As
microplacas foram sensibilizada com 5x10°linfécitos T/cavidade. O tempo de incubacéo apos
adicao de OPD (substrato) foi de 15 e 30 minutos, quando, entdo, a reacdo enzimatica foi
paralisada pela adigdo de 50ul de H,SO, Logo em seguida, procedeu-se a leitura em
espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 490 nm.
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TABELA-05

Densidades 6pticas de acordo com a diluigio do conjugado (anti-lgG humana ligada a
peroxidase) e tempo de incubacéo, com adigdo do substrato (Orto-fenilenodiamina).

Incubagio Diluicdo do Conjugado

(minutos) | Controle* | 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/1600 | 1/2000 | 1/3200 | 1/4000 | 1/8000

Negativo {1,369 1,130{0,830| 0,485 | 0,334 | 0,057 | 0,044 | 0,025

15 Positivo 11,613|1,450| 1,182 0,738 | 0,558 | 0,080 | 0,080 | 0,047

CP/CN 1,2 1,3 1,4 1,5 1,7 1,6 1,8 1.9

Negativo | 1,620} 1,376 | 0,954 | 0,657 | 0,473 | 0,067 | 0,049 | 0,033

30 Positivo |1,792|1,634] 1,408 0,908 | 0,822 | 0,107 | 0,061 | 0,065

CPICN 1,1 1.2 1,5 1,4 1,9 1,6 1,2 2,0

* Controle Negativo (mistura de soro de 20 individuos normais, do sexo masculino e ndo transfundidos)
Controle Positivo (amostra de soro de individuo renal crénico com 90 a 100 % de reatividade contra painel de
linféeitos T pela técnica de microlinfocitotoxicidade)
CPICN média das densidades Opticas obtidas em presenca de controle positivo dividido pela média das
densidades dpticas obtidas em presenca de controle negativo

Em todas as diluicdes do conjugado avaliadas, ndo houve diferenca estatisticamente
significante (teste T de Student) entre as densidades 6pticas avaliadas apés 15 ou 30 minutos
da adi¢éo da OPD; embora, com este Gltimo, as médias tenham sido ligeiramente maiores em
ambos controles. Assim optou-se peio tempo de 15 minutos, visando & diminuicdo do tempo
total de procedimento, sem prejuizo da sensibilidade do teste.

Optou-se também, em utilizar o conjugado na diluigdic 1:2000, pois foi a maior diluicdo,
onde se observaram as menores densidades opticas, em presenga do controle negativo e, ao
mesmo tempo, as maiores densidades Opticas em presenga do controle positivo. Nesta
diluicdo, os indices CP/CN foram 1,7 e 1,9 respectivamente, com 15 e 30 minuios de
incubacdo com o substrato.
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2.5- AVALIACAC DO TESTE - Determinacéo do valor limiar de positividade {(“cut off”).

Possiveis variacbes inerentes a técnica tém grande importdncia no momento de
determinacdo do valor do limiar da reagdo positiva / negativa (valor de corte — cut off).
Variagbes como a presenga de IgG séricas inespecifica com diferentes avidades para os
linfécitos, bem como variagbes na presenca de ‘receptores inespecificos” para
imunoglobulinas séricas nas suspensdes linfocitarias.

Para o estudo destas variagOes, foram avaliadas, separadamente, amostras de soro
de 20 individuos normais, do sexo masculino, ndo transfundidos; portanto, teoricamente, ndo
portadores de aloanticorpos. Estas amostras e sua mistura foram submetidas ao teste
CELISA, sobre trés diferentes suspensdes de linfocitos T.

Na tabela-06, estdo representadas a meédia da triplicata das densidades opticas
verificada para cada soro, bem como, as médias e desvios-padrdes entre as 20 amostras, sua

mistura e controle positivo para cada suspensao celular.
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TABELA-06

Densidades épticas médias obtidas no teste CELISA, de 20 diferentes soros humanos
normais e sua mistura, frente a trés diferentes suspensées de linfécitos T

Nimero da Suspensao de Linfécitos T
Amostra de Soro* A B C

1 0,345 0,305 0,240

2 0,354 0,336 0,274

3 0,309 0,338 0,255

4 0,337 0,298 0,243

5 0,379 0,271 0,183

6 0,472 0,317 0,271

7 0,367 0,294 0,197

8 0,388 0,355 0,254

9 0,412 0,355 0,272
10 0,344 0,293 0,197
11 0,317 0,249 0,214
12 0,397 0,345 0,208

13 0,420 0,213 0,170
14 0,426 0,260 0,261
15 0,269 0,316 0,277
16 0,383 0,264 0,202

17 0,328 0,267 0,234

18 0,486 0,279 0,190

19 0,347 0,286 0,217
20 0,306 0,213 0,273

Media + Desvio Padrio 0,369 £ 0,055 0,293 £ 0,042 6,232 +0,035
Mistura * 0,452 + 0,015 0,322 0,010 0,240 + 0,020
Controle Positivo 0,770+ 0,01 0,558+ 0,015 0,460+ 0,02
* Mistura (mistura dos 20 soros o;tidos de individu:)s normais, do s;co mascutino:m
separadamente)

Controle Positivo (amostra de soro de individuo renai crénico, com 80 a 100 % de reatividade contra painel de
linfSeitos T pela técnica de microlinfocitotoxicidade)
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2.6- TRATAMENTO DO SORO PARA REALIZAGAO DO TESTE CELISA

E conhecido o fato de gue pacientes renais cronicos apresentam disturbios de
coagulagdo (Kincaid-Smith, 1972). Por isso, mesmo apés a retracdo do coagulo e
centrifugacdo da amostra coletada no momento de realizagéo de um exame, restos de fibrina
podem permanecer no soro a ser testado. (Keros et al., 1982). Estes restos de fibrina podem
aderir ao plastico (poliestireno) da placa de ELISA durante a primeira fase de incubacéo do
soro com as células. A fibrina aderida ao plastico pode se ligar, inespecificamente, com ¢
conjugado, levando a sua fixagdo durante a segunda etapa da reacfic, que, uma vez
resistindo aos processos de lavagem, induzird resultados falso-positivos apds a adicio do
substrato revelador (Keros, et al., 1982).

Assim, no presente trabalho se avaliararam dois métodos de tratamento dos soros de
pacientes renais cronico para a remogao de restos de fibrinas: 1- Filtragdo em papel (tabela-

07) e 2- Tratamento com trombina (0,02 de trombina para 0,1 mi de soro, 37°C 15 minutos),
seguido de centrifugagéo (tabela-08). As reagbes no método de CELISA foram comparadas
com as obtidas nos métodos de microlinfocitotoxicidade classica dependente de complemento
(CDC) efou potencializada com a adi¢cdo de antiglobulina humana (CDC-AGH), uma vez que
este, além de ser mais sensivel, também, faz uso de um segundo anticorpos como no método
de CELISA. Visto que, no método CELISA, as amostras de soro sdo avaliadas diluidas ao
meio, esta diluicdo também foi empregada nas provas de microlinfocitotoxicidade.

Como pode ser observado na tabela-07, com o uso de amostras de soro nao filtradas
no teste CELISA, foram obtidas 6 reacdes falso-positivas, entre 7 amostras néo reagentes nos
métodos de microlinfocitotoxicidade. A pré-filtracdo das amostras de soro em papel diminuiu
esta falsa positividade mas ndo eliminou o problema, pois 2 amostras ainda mantiveram a
falsa reatividade.

O tratamento das amostras de soro com trombina resultou mais eficiente na remocao
de restos de fibrinas. Como pode ser observado na tabela-08, em todas as amostras nao
reagentes pelos metodos de microlinfocitotoxicidade, que apresentavam falsa positividade
antes do tratamento, foram observadas médias das densidades opticas inferiores ao limiar de
reatividade (valor de corte), apds o tratamento e, portanto, sendo, os testes, interpretados
como negativos.
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TABELA 07

Médias das Densidades Opticas (D.0.) e Interpretago dos testes de CELISA, realizados frente a
amostras de soros de pacientes renais cronicos, com e sem filtragio prévia em papel filtro ¢
comparagao com os testes de microlinfocitotoxicidade, na pesquisa de aloanticorpos.

CELISA Microlinfocitotoxicidade(*)
Amostras(™) Soro pré-filtrado Soro ndo filtrado CDe CDC-AGH
D.C, Interpretacio D.0. |interpretacdo | Interpretagiio | interpretacic
1 0,189 Negativo 0,515 Negativo Negativo Negativo
2 0,227 Negativo 0,887 Positivo Negativo Negativo
3 0,220 Negativo 0,980 Positivo Negativo Negativo
4 0,235 Negativo 0,683 Positivo Negativo Negativo
5 0.321 Positivo 0,840 Positivo Negativo Negativo
6 0,387 Positivo 0.948 Positivo Negativo Negativo
0,330 Positivo 0,967 Positivo Positivo Positive
8 0.249 Negativo 0,910 Positivo Negativo Negativo
Controle Positivo | 0,484 Positivo 0,981 Positivo Positivo Positivo
Controle Negativo 0,216 + 0,030 0,497 + 0,010 Negativo Negativo
Valor de Corte 0,276 0,517

* Testes de microlinfocitotoxicidade cldssico (CDC) e potencializado com antigamaglobuling humana {CDC-AGH)
™ Nos 3 tipos de testes, todas amostras de soros de pacientes e controles foram avaliadas dituidas 1/2. Controle Negative: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexo masculino  ndo transfundidos. Controle Positivo: amostra de soro de individuo renal crdnico
corn 80 a 100 % de reatividade contra painel de linfécitos T, avaliado néo diluldo, pela técnica de CDC.
Interpretacdo: 1- teste CELISA: foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram maiores que o valor de
corte {média das D.0., obtidas em comprimento de onda de 492nm, com o controle negativo mais 2 desvios padrfes).

2- testes de microlinfocifotoxicidade: foram consideradas positivas as amostras em que a percentagem de células

mottas foi maior que S50%,
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TABELA-08

Médias das densidades opticas (D.0.) e interpretagdo dos testes de CELISA realizados frente a
amostras de soros de pacientes renais cronicos, com e sem tratamento prévio com trombina e
comparagao com os testes de microlinfocitotoxicidade, na pesquisa de aloanticorpos

CELISA Microlinfocitotoxicidade(*)
Amostras(**) Sovo pré-fratado com Soro sem pré-tratamento ocpe CDC-AGH
frombina
D.C. |interpretacio! D.O. |interpretagio |Interpretagio| Interpretagio

1 0,231 Negativo 0,411 Positivo Negativo Negativo

2 0,239 Negativo 0,413 Positivo Negativo Negativo

3 0,181 Negativo 0,361 Positivo Negativo Negativo

4 0,280 Negativo 0,375 Positivo Negativo Negativo

5 0,294 Negativo 0,496 Positivo Negativo Negativo

6 0,271 Negativo 0,381 Positivo Negativo Negativo

7 0,234 Negativo 0,373 Positivo Negativo Negativo
Contrgle positivo 0,300 Positivo 1,032 Positivo Positivo Positivo

Controle negativo 0,284+ 0,015 0,265 + 0,005 Negativo Negativo
Valor de corte . 0,314 0275 — .

* Testes de microfinfocitotoxicidade clissico (CDC) e potencializede com antigamagiobufina humana (CDC-AGH)

** Nos 3 tipos de testes, todas amostras de soros de pacientes e controles foram avaliadas diluidas 1/2. Controle Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexo masculino e néo transfundidos. Confrole Positive: amostra de soro de individuo renal crénico
com 80 a 100 % de reatividade contra painel de linfécites T, avaiiado n#o diluido, pela técnica de CDC,

Interpretagdo: 1- teste CELISA foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram maiores que o valor de

corte (média das 0.0, obtidas em comprimento de onda de 492nm, com o controle negativo mais Z desvios padrdes),
2- testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positivas as amostras em que a percentagem de céiulas
mortas foi maior que 50%.
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2.7- AVALIAGAC DA REPRODUTIBILADE DO TESTE CELISA REALIZADO EM PLACAS
ARMAZENADAS A - 20°C

Para a avaliagdo do efeito do tempo de armazenamenio a -20°C na estabilidade
anfigénica das suspensotes de linfocitos T adsorvidos em placas de ELISA, foram avaliadas as

densidades Opticas obtidas com amostras de soros de pacientes renais cronicos pré-tratadas
com trombina em placas recém-preparadas e armazenadas por 6 meses.

Nesta avaliagdo as placas foram montadas com suspensdes de linfocitos T de
doadores cadaveres obtidas por ocasifio da prova cruzada realizada para selegdo dos
candidatos a receptores. Foram utilizadas as amostras de soros obtidas nesta ocasido,
congeladas a -20°C para a repeticiio dos testes pelo método de CELISA, 6 meses depois.

Os resultados obtidos nas duas ocasies com método de CELISA (tabela-09) foram
comparados com 0s previamente obtidos pelos metodos de microlinfocitotoxicidade classica e

potencializado com antigamaglobulina humana.

A comparagéo das médias das triplicatas das densidades épticas obtidas peio método
de CELISA nas duas ocasides ndo mostrou diferenca estatisticamente significante (teste T
Student). Além disto, houve reprodutibilidade na interpretac@o dos testes, aplicando-se o valor
de corte para o limiar de positividade (média do controle negativo acrescido de 2 desvios-
padroes). Devemos ressaitar gque ocorreu reprodutibilidade também nos resultados
discordantes entre os métodos de citotoxicidade e CELISA obtidos com a amostra nimero 2,
indicando a boa reprodutibilidade do método CELISA e a estabilidade antigénica das placas

armazenadas a -20°C.
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TABELA 09

Média das densidades opticas({D.0.) e interpretagio dos testes CELISA realizados com
intervalo de 6 meses e comparagido com os testes de microlinfocitotoxicidade na
pesquisa de aloanticorpos, em amostras de soros de pacientes renais crénicos

Microlinfocitotoxicidade CELISA
Amostras cDo CDC-AGH Primeiro Teste Segundo Teste
interpretacao | Interpretacdo| D.O. interpretagdo| D.O. interpretagio
1 Negativo Negativo 0.181 Negativo 0,301 Negativo
2 Positivo Positivo 0,325 Negativo 0,281 Negativo
3 Negativo Negativo 0,231 Negativo 0,204 Negativo
4 Negativo Negativo 0,333 Negativo 0,279 Negativo
5 Negativo Negativo 0,496 Negativo 0,308 Negativo
6 Negativo Negativo 0,470 Negativo 0,245 Negativo
7 Positivo Positivo 0,612 Positivo 0,836 Positivo
Controle positivo Positivo Positivo 0,705 Positive 0,624 Fositivo
Controle negativo | Negativo Negativo 0,454 + 0,030 0.265 + 0,030
Valor de corte = 0,514 | Valor de corte = 0,325

* Testes de microfinfocitotoxicidade cléssice (CDC) e potencializado com antigamagicbulina humana {(CDG-AGH)

** Nos 3 tipos de testes, todas amostras de soros de pacientes e controles foram avaliadas diluidas 1/2. Controle Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexo masculino & ndo ransfundidos. Controle Positive: amostra de soro de individuo renal crénico
com S0 a 100 % de reatividade contra painel de linféoitos t, avaliado ndo diluido, pela técnica de CDC.

interpretacio: 1- teste CELISA: foram consideradas posifivas as amostras cujas médias das fripiicatas foram malores que o valor de

corte (média das D.0., obtidas em comprimento de onda de 492nm, comn o controle negativo mais 2 desvios padrdes).
2- testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positivas as amestras em que a percentagem de células
mortas foi maior que 50%.
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2.8 -REPRODUTIBILIDADE INTRAENSAIO

Para a avaliagdo da reprodutibilidade intraensaio, analisou-se a percentagem de
variagdo da amplitude das ftriplicatas das densidades o6pticas, obtidas em 15 ensaios
realizados em presenca de controles negativo e positivos, e amostras de soro de pacientes,

reagentes e ndo reagentes no teste de CELISA, frente a diferentes suspensdes de linfocitos
T, num total de 60 avaliagGes.

A percentagem de variagdo foi calculada utilizando-se, para cada triplicata, o maior
valor da densidade Optica subtraido do menor valor, dividido pelo menor valor e muitiplicado
por 100. Os valores das densidades Opticas e a percentagem de variacdo de cada triplicata
estao expressos na tabela-10 e a férmula sumariada a seguir:

Variagio (%) = [(>D.0 - <D.0) + <D.0] X 100 .

A analise das percentagens de variagdo das triplicatas mostrou uma boa
reprodutibilidade intrateste. A média entre os 60 testes foi de 7,9%, sendo 1% o valor minimo
e 28% o valor maximo. Em apenas 7 casos, a variac@o entre as triplicas foi maior que 15%,
todas elas observadas com as amostras de pacientes renais cronicos, sendo 6 entre as ndo
reagentes.
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Tabela-10

Densidades 6pticas {D.0.} e percentagem de variagio das triplicatas do teste CELISA
observadas frente a controies negativo e positivo, e amostras de soros de pacientes
renais cronicos reagentes e nao reagentes a diferentes suspensdes de linfocitos T.

Soros Controles® Soros de Pacientes Renais Cronicos™*
Negativo Positivo Nio Reagentes Reagentes

D.0O. Variacao D.O. Variacao D.O. Variacao D.0. Variacao
0,244 0,505 0,371 0,859
¢.218 12% 0,502 2% 0,351 23% 0,814 13%
(0,219 (0,495 0,302 0,780
0,260 0,668 0,282 0,737
0,252 3% 0,660 1% 0,281 1% 0,641 15%
0,256 0,665 0,280 0,640
{,301 0,568 0,185 0,638
0,304 2% ¢ 608 2% 0,213 21% {1,658 5%
0,308 0,608 0,176 0,670
0,402 0,799 0,285 0,828
0,403 1% 0,811 2% 0,273 24% 0,756 1%
(3,406 0,802 0,229 0,759
0,330 0,700 0,300 0,663
0,335 6% 0,722 3% 0,317 8% 0,685 21%
0,351 0,716 0,204 0,565
0,357 0,650 0,267 0,601
0,320 12% 0,654 2% 0,224 28% 0,542 12%
0,332 G,665 0,283 (1,608
0,375 0,712 0,276 0,405
0,379 1% 0,700 5% 0,265 4% 0,417 8%
0,380 0,734 0,273 0,439
0,265 0,500 0,266 0,829
0,265 6% 0,503 15% 0,258 11% 0,756 10%
0,250 0,576 0,233 0,759
0,455 0902 0,170 0,663
0,456 9% 0,805 1% 0,159 10% 0,685 3%
0,498 0,897 0,155 0,865
0,388 0,702 0,241 0,598
0,377 10% 0,697 1% 0,215 13% 0,602 2%
0,354 0,700 0,243 (0,608
0,456 0,801 0,280 0,421
0,449 2% 0,817 2% 0,277 22% 0,446 6%
0,450 0,800 0,230 0,445
0,263 0,592 0213 0,581
0,250 5% 0,565 5% 0,189 24% 0,522 13%
0,258 0,590 0,172 0,548
0,345 0,697 0,276 0.505
0,386 2% 0,688 1% 0,251 4% 0,456 5%
0,377 0,694 0,241 0,452
0,426 0,655 0,271 0,751
0,418 2% 0,609 5% 0,261 2% 0,753 2%
0,427 0,603 0,247 0,734
0,380 0,700 0,216 0,522
0,388 8% 0,721 3% 0,188 15% 0,528 1%
0,409 0,708 0,202 0,528

* Controle Negativo (mistura de soro de 20 individuos normais, do sexo masculino e néo transfundidos)

Controle Positive {amostra de soro de individuo renal crinico com 20 a 100 % de reatividade contra painet de linfécitos T pela técnica

de microlinfocitotoxicidade cldssico)

™ As amaostras de soro dos pacientes renais crnicos foram consideradas reagentes no teste CELISA, quando a média das triplicatas
das densidades épticas foram maiores que a média das triplicas do confrole negativo acrescido de 2 desvios-padrbes, obtidas em
presenga da mesma suspensdo celular.
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2.9- AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DO METODO CELISA COMPARADO AO METODO DE
MICROLINFOCITOTOXICIDADE NA PESQUISA DE ANTICORPOS ANTILINFOCITARIO

Para avaliar a sensibilidade do método CELISA, foram utilizadas diluicdes seriadas
(raz&o 1:2) de um soro com especificidades anti-HLA conhecidas, anti-HLA-A23 e anti-HLA-
A24, definidas pelo método de citotoxicidade classico e duas suspensdes de linfécitos T, uma
portando o antigeno HLA-A23 e outra HLA-A 24. Os resultados obtidos foram comparados
aos obtidos pelo método de microlinfocitotoxicidade, potencializado pela antigamaglobulina
humana (CDC-AGH). Na tabela-11, estdo representadas as médias das densidades épticas
obtidas com método CELISA e a percentagem de lise com método de CDC-AGH, bem como a
interpretacdo dos resultados em ambos 0s métodos.

TABELA 11
Avaliagdo da sensibilidade do método CELISA, em relagio ao de citotoxicidade

potencializado com antigamaglobulina humana (CDC-AGH), utilizando-se um soro anti-
HLA23 +A24 sobre linfécitos HLA-23 ouHLA-A24,

Célula HLA - A24 positiva Célula -HLA - A23 positiva
Diluicdo do soro CDC-AGH CELISA CDC-AGH CELISA
%Lise | interpretacdo | D.O | interpretagdo | %Lise | inferpretagdo | D.O | interpretagdo
112 100 Positivo | 0388 | Positivo 100 Positivo | 0322} Positivo
1/4 100 Positiva | 8377 Positivo 100 Positivo | 0323| Positivo
1/8 75 Positivo 03761 Positivo 75 Positive | 0271} Negativo
1/16 25 Negativo |90271| Positivo 25 Negativo | 0227 Negativo
1132 0 Negativo |[G.184F Negativo 0 WNegativo | 0177 Negativo
Controle positivo 100 Positivo | 0448 Positivo 100 Positivo |G783| Positivo
Centrole negativo ) Negativo 0,199+ 0,020 0 Negativo 0,263+ 0,080
Valot de corte 0,239 0313

Controle Negativo: mistura de sore de 20 individuos normais, do sexo masculino e nio transfundidos. Controle Positivo; amostra de soro
de individuo renal crénico com €0 a 100 % de reatividade contra painel de linfécitos T, avaliade ndo dituido, pela técnica de citotoxicidade
classica dependente de complemento,
Interpretaciio; 1- teste CELISA: foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram maiores que o valor de
corte (média das D.0., obtidas em comprimento de onda de 492nm, com o controle negativo mais 2 desvios-padries).
2- testes de CDC-AGH: foram consideradas positivas as amostras em que a percentagem de células mortas foi maior
que 50%.
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Como podem ser observados, os titulos de reatividade do soro foram semelhante com
ambos os métodos, embora tenha sido um diluigdo maior no método CDC-AGH, gquando
avaliada reatividade do soro em linfécitos HLA-A24 e uma diluicdo maior no método CELISA,
quando avaliada em linfocitos HLA-A23.

2.10- AVALIACAQ DA REPRODUTIBILIDADE INTERENSAIO NA SENSIBILIDADE METODO
CELISA
A reprodutibilidade do teste foi verificada utilizando-se diluicbes seriadas de um soro
contendo anticorpos anti-HLA-A9 em duas ocasides diferentes, em uma mesma populacdo de
finfécitos T, portadores do antigeno HLA-A9, adsorvida em placas de ELISA e armazenadas a
-20° C. Os resultados estdo representados na tabela 12.

TABELA 12

Avaliagdo da reproducdo da sensibilidade do método CELISA realizado em duas
ocasides diferentes, utilizando-se a mesma amostra de soro, contendo anticorpos anti-
HLA A9 e suspenséo linfocitaria portadora do antigeno HLA-A9.

Primeiro Teste Segundo Teste
Diluigao do soro D.O* interpretacio D.0. Interpretagdo
12 0,862 Positivo 0,521 Positivo
1/8 0,633 Positive 0,474 Positivo
1/32 0,555 Positivo 0,494 Positivo
1/64 0,643 Positivo 0,472 Positivo
17128 0,428 Positivo 0,308 Positivo
1/256 0,210 Negativo 0,200 Negativo
Controle positivo 0,769 Positivo 0,497 Positivo
Controle negative | 0,253 + 0,015 0,226 + 0,024
Valor de corte 0,283 0,274

Controle Negativo: mistura de soro de 20 individues normais, do sexo masculino e ndo fransfundidos. Controle Positivo: amostra de soro

de individuo renal crénico com 90 @ 100 % de reatividade contra painel de linfécitos T, avaliado nao diluide, pela técnica de citotoxicidade

cléssica dependente de complemento.

Inferpretacdo: foram consideradas positivas as amostras cujas médias das tripficatas foram maiores que o valor de corte {média das
D.Q., obtidas em cormprimento de onda de 462nm, com o controle negativo mais 2 desvios-padraes).
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O teste T de Student ndo revelou diferenca estatisticamente significante, entre as duas
ocasibes do teste CELISA, no indice equivalente a divisdo das médias das densidades opticas
obtidas com as diluicdes do soro, pela média das densidades dpticas obtidas em presenca do
controle negativo acrescido de dois desvios-padrGes (valor de corte). Assim, a variacdo
interteste foi consideravel aceitavel.

2.11- COMPARACAC DA ESPECIFICIDADE DO METODO CELISA COM O METODO DE
MICROLINFOCITOTOXICIDADE.

Nas tabelas 12 e 14, estdo resumidas as concordancias e discordancias nas
interpretacdes dos resultados das provas cruzadas empregando-se, concomitantemente, os
métodos CELISA e CDC e CELISA e CDC-AGH. Utilizaram-se, ainda, amostras de soros
provenientes de 10 gestantes normais no primeiro trimestre de gravidez e de 96 pacientes em
hemodialise cronica. Foram utilizadas as mesmas suspensdes de linfocitos T, num total 226
comparagdes com o teste CELISA. Nos métodos CDC e CDC-AGH, empregaram-se linfocitos
viaveis e, no método CELISA empregaram-se linfocitos desidratados e adsorvidos em placas
de ELISA.

TABELA 13

Comparagéo das Provas Cruzadas realizadas pelos métodos de CELISA e
Microlinfocitotoxicidade Dependente de Complemento {(CDC)

Soro CELISA+/ CDC+ | CELISA-/ CDC- | CELISA+ / CDC- | CELISA-/CDC+
Gestantes 18 76 32 4
Renal Crénico 7 70 18 1
Total 25 (11,1%) 146 (64,6%) 50 (22,1%) 5(2,2%)
Fonte anexos-02 e 03
TABELA 14

Comparagéo das Provas Cruzadas realizadas pelos métodos de CELISA e
microlinfocitotoxicidade potencializado com antiglobulina humana {CDC-AGH}

Soro CELISA+ CDC+ | CELISA-/ CDC- | CELISA+ / CDC- | CELISA-/ CDC+
Gestantes 27 7 23 3
Renal Cronico 11 69 14 2
Total 38 (16,8%) 146 (64,6%) 37 (16,4%) 5(2,2%)
Fonte anexos-02 e 0G
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Nas 226 comparactes (130 com soros de gestantes e 96 com soros de renais
cronicos) entre os métodos CELISA e CDC, foram observadas 75,7% de reagdes
concordantes. Em 22,1%, das comparacgdes, a reacdo positiva foi observada apenas no
meétodo CELISA. Em apenas 2,2%, foram observadas reagdes positivas exclusivamente na
CDC. Nestes, a positividade do soro do paciente renal cronico foi devida ao anticorpo
citotdxico da classe IgM, avaliada pelo pré-tratamento do soro com detioteitrol (DTT).

A comparacgao da reatividade das mesmas amostras de soro nos métodos CELISA e
CDC-AGH demonstrou 81,4% de reages concordantes. Em 16,4% das comparaces, a
reacdo positiva foi observada apenas no método CELISA. Em apenas 2,2%, foram
observadas reacdes positivas exclusivamente na CDC.

As percentagens de reac¢bes positivas foram 13,3%; 19,0% e 33,2%, respectivamente,
nos métodos CDC, CDC-AGH e CELISA (Anexo 02 e 03).

212 AVALIAGAO DO METODQ CELISA PARA DETER{WNAQﬁO DA REATIVIDADE
CONTRA PAINEL DE LINFOCITOS E CARACTERIZACAO DA ESPECIFICIDADE DOS
LOANTICORPOS

Para avaliar a adequacdo do método CELISA na determinac8o da Reatividade Contra
Painel de Linfocitos (RCP) e caracterizar as especificidades anti-HLA dos aloanticorpos,
avaliou-se a reacdo do soro de 7 pacientes com histéria de aborto espontaneo recorrente
(AER), obtido apoés tratamento imunizante com linfécitos do esposo. Tanto as pacientes, como
seus respectivos esposos foram previamente tipados para os antigenos HLA. Também foram
estudas amostras de soro obtidas de 8 pacientes Renais Cronicos (RC) politransfundidos.

As amostras de soro foram avaliadas pelos métodos CELISA, CDC e CDC-AGH, frente
a um painel de linfécitos proveniente de 28 individuos tipados para os antigenos HLA-A e B.

Nos métodos CDC e CDC-AGH, foram utilizados linfocitos vidveis enquanto que, no
metodo CELISA, empregaram-se linfocitos desidratados e adsorvidos em placas de FELISA,
armazenados a -20°C. Os dados relativos aos soros das pacientes com AER e RC estdo
representados, respectivamente, nas tabelas 15 e 16.
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Tabela-15

Caracterizacio das especificidades Anti-HLA, no soro de pacientes com historia de
Aborto Espontaneo Recorrente imunizadas com linfécitos do ¢onjuge. Resultados
expressos .pelo nimero de reagdes positivas, em relagio ao namero de células que
portam o antigeno HLA correspondente & especificidade do anticorpo.

Caso Especificidades Anti-HLA Ae B
Nimero Métodos(*)
Privadas CREG *
A2 A{25,26,28)
12 cbC 217 1713
P: HLA-A11, - B35, 8 CDC-AGH | 5/7 413
E. HLA-A1, 2, B8, - CELISA 217 2113
B7 | B53 B{27,13) B(5,35,21,186)
14 CDC 5/8 0N 1/5 N7
P HLA-A1, 2: B8, - CDC-AGH | 88 | 1/ 3/5 n7
E: HLA-AZ6, 2; B7, 53 CELISA 6/8 /1 415 917
AZ A3 A(28,10,30) A{11}
15 CcDC &/7 6/6 /14 0/3
P HLA-A- - B51, 8 CDC-AGH | 717 6/6 11/14 373
E: HLA- A2, 3; B5, 49 CELISA 77t 6/6 13/14 1/3
A26 | B18 | A(1,3,23,24,30,31,32,33) | B(5,35,15,21,22)
26 cDC 4/6 373 10/23 9/19
P HLA-A2 26, B17,27 | CDC-AGH | 6/8 313 20/23 13/19
E: HLA-A2, 26; B18, - CELISA 6/6 3/3 12/23 15/19
A3 B7
29 cDC 0/6 0/8
PrHLA-AZ4 11, B35, - | CDC-AGH 4/6 3/8
E: HLA-A3, 30; B7, - CELISA 1/6 1/8
Al A1 A{23,3,2,28,30)
46 CcDC 217 3/3 321
P HLA-A 24, 26; B8, 60| CDC-AGH 6/7 3/3 1221
E: HLA-A 1, 11; B8, 60 CELISA 67 213 13121
A2 A{28,1,9,10,w19)
63 Do 277 4/26
P: HLA-A 3,11, B27, 49 | CDC-AGH | 4/7 15/26
E:HLAAZ - BE, - CELISA 6/7 24126

{"} CELISA: método imunoenzimético celular . CDC: método de  citotoxicidade cléssica dependente de complemento. GDG-AGH:
Método de citotoxicidade potencializado com antigamaglobuling humana,

CREG (Cross Reacting Group): grupo de antigenos com reacdo cruzada

P: tipagem da paciente

E: tipagem do esposo

Fonte: anexo 4
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Tabeia-16

Caracterizagao das especificidades Anti-HLA, no soro de pacientes renais crénicos
politransfundidos. Resultados expressos .pele namero de reacoes positivas, em relacao ao
nimero de células que portam o antigeno HLA correspondente a especificidade do anticorpo.

Caso
Namero | Métodos Especificidades Anti-HLA Ae B Reagdes
1 A2 A28 A9 A10 | AwiS | A3 inexplicadas
cDC 4/4 W2 | 7M1 | 214 | 412 | 1/3 0
CDC-AGH | 4/4 2/2 11011 44 12112 3/3 0
CELISA | 3/4 V2 | M1 24 | 812 | 213 0
y3 A2 | A28 | A9 | A10 | AwiS
CDC 4/4 2/2 2111 0/4 2012 0
CDC-AGH[ 4/4 | 272 | 8111 | 3/4 | 6/12 0
CELISA | 1/4 1 02 | 111 | 14 | 312 0
3 A2 | A28 | A9 | A10 | Awid
e 4/4 172 | 311 ] 34 | 6M12 0
CDC-AGH | 4/4 212 8/11 4/4 812 0
CELISA | 2/4 22 | 411 | /4 | 6112 0
4 A9 | AwiS
CcDC 9/11 | 0/12 g
CDC-AGH!| 1111 | 112 0
CELISA | 6/11 | 612 0
5 A1
che 6/7 0
CDC-AGH | 77 0
CELISA | 277 8
é A3 |[Awi9| At1G | A11
CDC 1011 212 | 144 177 0
CDC-AGH | 11111 | 6/12 | 314 | 4/7 0
CELISA | 8/11 | 6/12 | 3/4 5/7 0
7 B5 | B17 | B16 | B49
cobe 35 | 24 | 12 | 33 2
CDC-AGH! 1/5 0/4 0/2 0/3 0
CELISA | 0/5 | ©/4 0/2 0/3 0
8 B5 | B35  Bi8 | B17 { B53 | B16 | B12 | B14
che 3/5 1/5 0/3 1/4 | 0/ 213 1/3 1/4 0
CDC-AGH| 3/5 | 5/5 2/3 3/4 1/1 2/3 33 | 45 2
CELISA | 3/5 | 5/5 3/3 | 4/4 11 3/3 2/3 | 4/5 1

{*} CELISA: método imunoenzimético celular . CDC: métode de citotoxicidade classica dependente de complemento. CDC-AGH: Método
de citotoxicidade potenciafizado com antigamaglobuling humana.

CREG (Cross Reacting Group): grupo de antigencs com reagio cruzada

Fonte: anexo 5
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Entre as 7 pacientes com AER, apenas uma (numero 29) desenvolveu anticorpos
reagentes exclusivamente com células do painel que portavam os mesmos antigenos HLA
expressos nas suspensoes linfocitarias utilizadas para imunizacao terapéutica (HLA-A3 e B7).
Todas as demais desenvolveram anticorpos com especificidades privadas e pulblicas, isto é, ©
soro além de reagir com as células portadoras dos mesmos antigenos presentes nas células

do esposo, tambeém reagiram com células do painel que portavam antigenos do grupo de
reacdo cruzada (CREG). Como pode ser observado na tabela 15, os trés métodos foram
capazes de detectar tanto as especificidades privadas, como publicas, porém com diferentes
graus de discriminac&o. Os métodos CDC, CDC-AGH e CELISA foram capazes de reagir,
respectivamente, com 47,8%; 81,2% e 68,1% das células do painel portadoras dos antigenos
correspondentes as especificidades privadas e com 29,1%; 62,4% e 66,0% das células
portadoras de antigenos de reacdo cruzada. Em relacdo aos demais, 0 método CDC se
mostrou menos sensivel tanto para a detecg@o das especificidades privadas, como para as do

grupo de CREG. N&o houve diferenca estatisticamente significante na sensibilidade entre os
métodos CDC-AGH e CELISA (teste Qui-quadrado).

Todos os pacientes renais crénicos incluidos neste estudo eram politransfundidos. Porém,
como nado eram conhecidas as tipagens HLA dos doadores de sangue, ndo foi possivel
separar as especificidades entre privada é publica. Todavia, devido ao fato de estes pacientes
terem recebido transfusdes de diferentes doadores é mais provavel gue tenham desenvolvido
aloanticorpos para diferentes antigenos HLA, e que os mesmos também reajam com
antigenos dos grupo de CREG. Como pode ser observado na tabela 16, entre os 8 pacientes,
1 (numero 5) aparentemente desenvolveu aloanticorpo exclusivamente contra o antigeno
HLA-A11, detectado, principalmente, pelos métodos de citotoxicidade. Neste caso, o método
CELISA foi capaz de reagir apenas com 2 entre 7 células do painel portadoras do antigeno.
Ao mesmo tempo, foram detectadas 6 reacdes, ndo explicadas nem mesmo como devidas a
antigenos de reagéo cruzada. Em todos os demais pacientes, foi possivel caracterizar pelo
menos duas especificidades anti-HLA. Os métodos CDC, CDC-AGH e CELISA foram capazes
de reagir, respectivamente, com 43,5%; 68,9% e 47,4% das células do painel portadoras dos
antigenos correspondentes as especificidades. Ao contrario do observado entre as pacientes
com AER imunizadas especificamente, enfre os pacientes renais cronicos politransfundidos
ndo foi observada diferenga estatisticamente significante entre os métodos CDC e CELISA.
Neste caso, 0 método CDC-AGH se mostrou superior a ambos (teste Qui-quadrado).

A distribuicdo dos pacientes com AER e RC, em diferentes faixas de RCP avaliada pelos 3

métodos, esta representada na tabela-17.
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Tabela-17

Distribuiciio (%) de pacientes com histéria de aborto esponténeo recorrente (AER),
imunizadas com linfécitos do esposo e pacientes renais cronicos (RC} poiitransfundidos,
de acordo com o nivel de reatividade contra painel de linfocitos (RCP), empregando-se
os métodos de citotoxicidade dependente de complemento {(CDC), potencializado com
antigamaglobulina humana (CDC-AGH) e imunoenzimético celular (CELISA).

RCP 0% 0-20% 20 [-50 % > 50 %
Pacientes| AER RC AER RC AER RC AER RC
cDC 14,2 0 28,6 0 28,6 100 286 0
CDC-AGH 0 0 14,3 12,5 14,3 250 71,4 62,5
CELISA 0 12,5 28,6 12,5 0 37,5 71,4 37,5

Fonte: anexo 4e 5

A analise da distribuicio (Qui-quadrado) dos 15 pacientes avaliados em conjunto n&o

revelou diferenca estatisticamente significante, ao se compararem os métodos CDC e CELISA

ou CDC-AGH e CELISA. Nos 3 métodos, foi observada maior freqiéncia de pacientes nas

faixas mais altas de RCP.
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2.13 - RELEVANCIA DA PROVA CRUZADA PRE - TRANSPLANTE NA EVOLUCAQ DO
ENXERTO RENAL DE DOADOR CADAVER, AVALIADA PELOS METODOS CDC, CDC-AGH
E CELISA.

Para avaliar a relevancia clinica da prova cruzada utilizando-se 0 método de CELISA,
foram realizados 18 testes, empregando-se a amostra de soro do paciente renal cronico,
obtida por ocasiao da prova cruzada e linfécitos do doador cadaver adsorvidos e
armazenados em placas de ELISA. Somente os casos negativos, em ambos os métodos em
que se fez uso da citotoxicidade, foram encaminhados para transplante e estdo representados

na tabela 18.
Tabela-18
Prova Cruzada Pré - Transplante e Evolugéo do Enxerto Renal de Doador Cadaver
Transplante | Prova Cruzada - Métodos {*) Transplante Cbservacio
Namero (meses)
CDC | CDC-AGH | CELISA | Evolugdo | Causa da Perda

485 - - - Boa 34
487 - - - Boa 31
488 - - - Boa 31
489 - - “ Boa 31
498 - - - Boa 30
501 - - & Boa 29
503 - - - Boa 29
504 - - - Boa 28
508 - - - Boa 28
514 . - - Boa 27
515 - - . Boa 27
519 - - - Boa 27
520 - - - Boa 27
410 - - 3 Perda N&o Imunologica 1
419 - - - Perda Nao imunolégica 3° dia
483 - - - Perda N&o imunologica 20
509 - . + Perda imunoldgica 3
482 - - - Perda imunoldgica 19

{"}.CDC: método de citotoxicidade classica dependente de complemento. CDC-AGH: Método de citotoxicidade potencializado com
antigarmaglobuling humana. CELISA; método imunoenzimético celular
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Em apenas 3 casos, foi observada prova cruzada positiva com método CELISA.
Destes, 2 (66,6%) perderam o enxerto em menos de 3 meses pods transplante. Em um,
(numero 410}, a ndo fungdo primdria do enxerto, provavelmente, devida @ ma perfusdo do rim
no periodo pés-transplante. Jé& no transplante nimero 5089, a perda foi devida &
glomerulonefrite membranoproliferativa, provavelmente com associac&o imunolégica. O
terceiro paciente (nimero 501) vem apresentando boa fungdo renal.

Entre os 15 demais pacientes, com prova negativa em todos os testes, apenas 3
(20,0%) perderam o enxerto. Em um (ndmero 483), a perda foi devida a ndo aderéncia do
paciente a terapia imunossupressora e em outro (nimero 419), a perda foi devida a trombose
arterial ocorrida logo no terceiro dia pés transplante. Ja no caso do transplante nimero 482,
foi diagnosticada rejeicdo cronica, com associagio imunolodgica e perda do rim em 19 meses
pos transplante.

2.14 RELEVANCIA CLINICA DA REATIVIDADE CONTRA PAINEL DE LINFOCITOS NA
EVOLUCAO DO ENXERTO RENAL, AVALIADA PELOS METODOS CDC, CDC-AGH E
CELISA.

Considerando-se a importancia do nivel de reatividade contra painel de linfécitos (RCP)
na sobrevida do enxerto renal e, por outro lado, as limitagdes dos métodos que fazem uso da
citotoxicidade, na avaliago da RCP em amostra de soro obtidas no momento da prova
cruzada, compararam-se os resultados da amostra pré—traﬂSplante, obtidos pelo método
CELISA, CDC e CDC-AGH e sua importéncia clinica na evolugdo do transplante. Foram
também inclusos no estudo a reatividade da amostra de soro mais reativa do paciente,
denominada de historica, definida pelo método CDC. Os resultados estdo expressos na
tabela-19.
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Tabela 19

Reatividade Contra Painel de linfécitos e Evolugdo do Transplante Renal

Tipo RCP? RCP Pré-Transplante Transplante
Transplante de historico Episédios T0°
Namero Doador * cpg? CDC | CDC-AGH' | CELISA® | Rejeigio | Evolugio |  Causa da perda | Meses

326 HLA-IE 3% 0% 0% 0% 8] Boa 58
336 HLA-HI 0% 0% D% 0% 2 Boa 57
356 HLA-I 13% % 17% 0% O Boa 54
343 HEA-|I 7% O% 3% 0% Q Boa 35
289 HLA-II 7% 0% 0% 0% 1 Boa 63
348 HLA-I 0% 0% 0% 0% 2 Boa 58
379 HLA-l 7% 0% 0% 0% 0 Boa 51
378 HLA-HE 7% 0% 0% Y] Boa 51
408 HLA-H 0% 0% 0% Q% o Boa 46
285 HLA-lI 7% 0% % 0% 4 Perda Rejeigo Cronica 11
35 HLA-I 0% 0% 0% 0% 7 Perda Rejeigéio Cronica 16
260 HLA-JH 0% 0% 0% 0% 3 Perda Rejeicao Crinica 11
321 HLA-I! 13% &% 0% 0% 4 Perda Rejeicdo Crénica 31
308 HLA-IH 3% 0% 0% 0% 2 Perda Rejeigdo Cranica 34
362 HEA-fH 0% 57% 82% 0% 5 Perda Rejeiciio Crénica 30
346 HLA-II 0% 0% 0% Q% 1 Perda Rejeigéio Cranica >24
253 HLA-II 17% 28% 32% 0% & Perda Rejeiglo Crénica > 12
357 HLA-I 13% % 0% 0% 2 Perda Rejeigio Cronica 24
A HLA-H 0% 0% 0% 0% 2 Perda Rejeigho Crénica 18
313 HLA-IH 0% 1% 0% 0% 1 Perda | Rejeicho vascular aguda 1
384 HLA-H 3% 0% 0% 0% 1 Perda Nao imunoldgica 24
331 HLA-H] (1% 0% 0% 0% i Perda Nao imunoiégica 16

1~ Tipo de Doador: HLA |l (doador cadaver); HLA |1 {doader aparentado haplo-idéntico)

2- RCP: reatividade contra painel de linfécitos (%)

3 CDC: citotoxicidade dependente de complemento

4 CDC-AGH:  citetoxicidade potencializada com antigiobulina humana

& CELIBA: miétodo imuncenzimatico celular

& T.O. tempe de observacio (meses)

Em nenhum dos 22 casos estudados, foi observado qualquer nivel de RCP pelo método
CELISA na amostra de soro pré-transplante. Em 3 casos (1 3,6%), foram observadas reacGes
positivas nos metodos CDC e CDC-AGH, sendo o nivel de RCP mais alto neste Gltimo. Dois
destes perderam o enxerto devido a rejeicdo crénica associada a natureza imunologica.
Destaca-se que o paciente nimero 362 ja tinha histéria de alta reatividade e o paciente
numero 293 era retransplantado e, mesmo assim ¢ método CELISA nao foi capaz de detectar
a presenca de aloanticorpos em duas ocasibes diferentes em que os testes foram realizados.
O paciente nimero 356 vem apresentando boa fungdo renal, sem nenhum episodio de
rejeigao até o presente momento.
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DISCUSSAO
Escolha e Sensibilizacdo de Placas de Poliestireno com Suspensdes Antigénicas
Utilizadas no Teste CELISA
Os testes imunoenzimaticos de fase sdlida exigem a sensibilizacdo das placas de
ELISA com a suspenséo antigénica ou com anticorpos especificos. Estas placas podem ser

confeccionadas com diversos tipos de plastico, tais como: poliestireno, polivinil cloridro-PVC e
polipropileno, (Clark & Engvall, 1988), sendo o ultimo, o material mais usado (Carlier et al.,
1981). As placas podem sofrer diferentes tratamentos no momento de sua confeccdo. O grau
de adsorg@o inespecifica e, ac mesmo tempo, a capacidade de retencéo do antigeno ou
anticorpo variam segundo a natureza do plastico e os processos de producdo das piacas
(Carroll et al., 1990; Lutz et al., 1990; Ravindranath et al. 1993).

Em casos como o padronizado neste trabalho onde a suspensdo antigénica é
constituida de células, podem ser utilizados diferentes processos para a sensibilizacéo da

superficie plastica. O uso de fixadores como glutaraldeido (GA) e poli-L-Lisine (PLL) é muito
discutido na literatura. Alguns autores citam efeitos adversos, gerando resultados falso-
positivos ou falso-negativos devido & destruicdo ou modificagdo dos antigenos celulares
(Drover & Marshall, 1986; Posner et al.,1982), em particular dos antigenos HLA (Lieber, 1982),
enquanto outros nac observam estes efeitos usando GA, desde que se respeitem
concentragées entre 0,5% a 0,025%. (Cobbold & Waldmann, 1981; Carroll et al., 1990).
Assim, optou-se, com sucesso, pelo uso da adsorgéo passiva dos linfocitos T a superficie do
plastico, como propostc por Cantarero e colaboradores (1980), utilizando proteinas solGveis.
Este metodo foi utilizado por outros autores, trabalhando com antigenos em células integras,
tais como antigenos ABO (Arunachalam et al.,1990), ou antigenos tumorais de células
pancreaticas de rato (Schlosser et al., 1991).

Classicamente, 0 uso de tampao Carbonato-bicarbonato pH 9,6 tem sido recomendado
no preparo da solugéo de sensibilizacdo. Entretanto, estudos de comparacées de diferentes
tampbes indicaram que o tampao PBS pH 7,2 pode ser usade com resultados similares
(Carlier & Capron, 1981). Kuen e colaboradores (1993) relataram a menor incidéncia de
reacOes inespecificas, utilizando tampéo PBS, pH 7,2, em ensaios imunoenzimaticos para a
pesquisa de anticorpos anti-insulina. Lutz e colaboradores (1990) observaram que o uso deste
tampao facilita a adsorgdo de proteinas solaveis obtidas a partir de membrana de eritrocitos,
pois a atividade d'agua é reduzida pelo sal do tamp@o e a proteina antigénica fica mais
proxima da superficie plastica.

Embora seja possivel a ades&o passiva dos linfécitos T & superficie da placa de
ELISA, e preciso levar em consideracdio a natureza do plastico utilizado, seu grau de

porosidade e a carga elétrica das regides descobertas. Estes fatores podem levar a ligacéo
inespecifica de proteinas séricas ou anticorpos conjugados a enzima, respectivamente,
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utilizados durante a primeira e a segunda fase do teste imunoenzimatico.

Alguns autores tém preconizado que estes fatores podem ser minimizados pelo uso
associado de proteinas ndo reativas e detergentes ndo idnicos gue, respectivamente,
ocupariam poros livres da superficie plastica, e preveniriam a formacdo de novas interagdes
hidrofobicas entre as proteinas séricas (e reagentes) posteriormente adicionados, sem romper
as pontes hidrofébicas j& formadas previamente entre as células e o plastico (Clark & Engvall,
1988; Craig, et al., 1993; Avrameas, 1992).

Ao se compararem as 3 placas utilizadas neste trabalho (Costar®, Immunoion-1® e
Nunc®), sem a adicdo da suspenséo celular, ficou evidente a superioridade da marca Nunc® .
Considerando-se que n&o foram adicionados & placa nem o antigeno, nem o anticorpo
especifico, ndo se esperaria a presenca de reacdo cromogénica. Esta marca foi a que
apresentou menor adsor¢io inespecifica de proteinas do soro controle negativo e dos demais
reagentes, revelada pela baixa densidade 6ptica obtida em relagdo as outras duas placas.

Uma vez que todas as placas eram de poliestireno, a diferenca, provavelmente, se deva ao
processo industrial utilizado para a sua confecgdo.

Ravindranath e colaboradores (1994) relataram que a eficiéncia no bloqueio da
adsorg¢éo inespecifica a superficie plastica varia conforme a marca da placa de ELISA e o fipo
de soluggo blogueadora utilizada. Todavia, as diferencas entre as marcas das placas,
utilizadas no presente trabalho, tenderam a desaparecer quando estas foram previamente
adsorvidas com a suspensdo de linfocitos T, e as variagbes nas absorbancias inespecificas
passaram a ser dependentes do tipo de solugdo bloqueadora utilizada. Com isto foi possivel
realizar os testes com as placas Costar®, em disponibilidade no laboratério.

Mesmo com a adi¢do da suspenséo antigénica, sempre foi cbservado algum grau de
absorgdo éptica em todas as situagdes em que o teste foi realizado em presenca de soro
controle negativo, independentemente da soiugdo bloqueadora. Isto pode ser devido a
presenca ligagGes inespecificas a receptores para frago Fc das imunogiobulinas, nos
linfécitos T ativados (ou em outras células contaminantes), que no conseguiram ser
totalmente bloqueados, mesmo com o uso de soro de coetho, agora adicionado 3 solugdo
blogqueadora, na concentracdo de 1%, com o objetivo de bloquear os sifios F¢ livres.
Arunachalam e colaboradores (1990} obtiveram resultados semelhantes, fazendo uso de soro
de coetho com os mesmos propdsitos.

Outro fator a ser levado em conta, seria a presenca de células B ativadas, gue

possuem, constitutivamente, 19G na sua superficie e podem ter sido, acidentalmente.
liberadas da fibra de nylon no momento da separacdo das populacbes celulares. Sua
presenca levaria a ligacdo inespecifica do conjugado, constituido de antigamagtobulina
humana. Como esta adsorg8o inespecifica é um fator da suspens&o antigénica, ela também
deve ocomrer quando o teste é realizado em presenca de soro contendo aloanticorpos
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especificos para antigenos da suspensdo celular. Este fator é normalmente descontado no
calculo do limiar de reatividade, considerado para cada suspensdo celular, tendo como
parédmetro as reacdes obtidas em presenca do soro controle negativo.

Proteinas séricas ou do conjugado enzimatico podem ainda aderir diretamente &
superficie plastica que restou descoberta apés a adicéo da suspenséo antigénica. Em nosso
trabalho, as menores densidades opticas em presenca de soro controle negative foram
observadas quando, além da adigdo de soro de coelho, também se fez uso de leite em po
desnatado e de detergente Triton X-100 na solugéo blogueadora.

A eficiéncia do leite em pé se deve, provavelmente a caseina, que, na realidade
representa uma mistura de proteinas de diferentes seqiéncias de aminoéacidos, grau de
glicosilagé@o, sulfatagdo e ponto isoelétrico, aliado ac fato de a maioria ser de baixo peso
molecular (Taborsky. 1974). Como nem todos os bloqueadores agem igualmente, o tamanho
da proteina usada para blogueio pode influenciar, permitindo que proteinas pequenas sejam

mais eficientes que as grandes (Kemeny, 1992). Assim, a caseina teria maior capacidade de
produzir o blogueio de diferentes sitics, pelas diferentes propriedades quimicas. Outros
autores tém demonstrado a superioridade do uso do leite em pé em relacdo a outras
proteinas, como gelatina ou soro bovino fetal, como constituinte de tampdes blogueadores
utiizados em testes imunoenzimaticos (Kenna et al., 1985; Pratt & Roser, 1989).

Analisando as diferentes solugBes bloqueadoras, ficou clara a necessidade da adicéo
do detergente néo idnico Triton-X-100, na concentracio de 0,1% ou 0,2 %. Na sua auséncia
ou na concentragdo de 0,05%, o poder discriminatorio entre reagéo positiva e negativa foi
menor, observado pelos valores dos indices CP/CN. Aparentemente, as concentracies de
0,1% e 0,2 % do detergente permitiu um bioqueio eficiente das ligacbes inespecificas, quando
associado ao leite em pd desnatado.

A escolha do detergente foi baseada na propriedade caracteristica dos detergentes
ndo idnicos, de ndo induzirem desnaturacio protéica, permitindo estabilidade antigénica, e
indicado para uso em ensaios imunoenzimaticos {Helenius et al., 1979; Gardas & Lewariwska
1988; Neugebauer, 1990; Craig et al. ,1993). Dimitriadis (1979) também concluiu que a
concentracio de 0,1% de Triton-X-100 era mais indicada para revelar interacbes antigeno-
anticorpo em ensaios, empregando-se imunoprecipitacdo, em solucéo ou em imunodifusao,
em gel de agar.

Considerando-se o poder discriminatério entre reacdes positivas e negativas, aliadas
as propriedades de bloqueio de sitios livres da superficie plastica (feita pelo leite em pb e

detergente nio idnico, juntamente com o bloqueio de receptores celulares para porcdo Fc da
IgG humana, por anticorpos de coelho, que néo poderfo ser detectados pelo conjugado
enzimatico constituido de antigamaglobulina humana marcada), optou-se pela solugdo
blequeadora constituida por: tampdo TRIS-HCI acrescida de 0,1% de Triton-x-100, 1,.0% de
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soro de coelho inativado, e 3,0 % de leite em pd desnatado.

Uma vez recoberto todos os sitios inespecificos pela solugéo blogueadora, utilizou-se
como seclucao de lavagem, tampéo TRIS-HC! 10mM, pH 7,6, acrescido de apenas 0,05% de
detergente Triton-x-100, para facilitar a retirada do conjugado livre na reacgéo.

O Tampéo TRIS-HCI pH 7,6 na concentracao de10mM, foi escolhido para a elaboragéo
das solugbes de lavagem e blogqueadoras, tendo como base trabalhos que demonstraram que
seu uso reduzia o numero de ligagao inespecifica, em testes imunoenzimaticos. Estes estudos
relataram a concentragéc de 10mM como a mais apropriada, pois evitava a formacéo de alta
forga idnica e, conseqlentemente, decréscimo da atividade enzimatica. Além disto, a
sensibilidade do teste era ainda favorecida devido ao fato de todas as reacbes do teste
ocorrerem em pH préximo ao fisioiégico (Kenna et al., 1985; Stoli & Blanchard, 1990; Kemeny
1992).

Determinagédo da Concentragao Celufar

Observou-se neste trabalho, bom poder discriminatérioc entre os testes CELISA
realizados em presenca de soro controle negativo e positivo em concentracdes que variaram
de 1,25x10° a 2x10° linfécitos T por escavacdo. Variagdo semelhante foi encontrada por
Arunachalam, 1990, o qual cita como ideal a faixa entre 16x10*a 2X10° céluias por cavidade
da microplaca.

Embora aiguns autores relatem que a sensibilidade dos testes imunoenzimaticos em
fase sdlida e melhor quando se frabalha em condigcdes de excesso de antigeno (Gripenberg &
Kurki, 1986), este fato n&o se confirmou no presente trabalho, onde se constatou diminuigio
no nivel das densidades opticas, em presenca de soro controle positivo. Provavelmente, esta
menor reatividade ocorreu devido ao fato de que altas concentragées de antigeno podem
levar a um decrescimo na liga¢&o de anticorpos, devido ao empacotamento das células por
falta de espago na superficie do plastico (Kemeny, 1992), com possivel alteracio
conformacional do antigeno, inibindo as ligagbes bivalentes dos anticorpos, (Pesce & Michael,
1992; Underwood; 1993), e favorecendo, ainda, a dissociagio destas proteinas supostamente
ligadas, durante o ensaio (Kemeny, 1992). Adicionalmente, devemos considerar que os
antigenos de superficie celular podem se difundir lateralmente, alterando sua densidade
(Larson, 1989). Isto poderia levar a uma modificacdo no padrio da reacdo.

Em concentracbes inferiores a 5x10° células por escavacdo observamos uma
diminuicao no nivel das densidade opticas, em presenca de soro controle positivo. Baixas

concentragbes celulares podem diminuir muito a sensibilidade em uma reagdo de CELISA,
pois em situacbes onde ocorre a ligagdo do anticorpo a um antigeno de fase sélida, a avidade
& diretamente proporcional & concentragdo do antigeno (Kaufman & Jain, 1992). Mesmo na
presenca de altas concentragdes de anticorpo, com a baixa concentragio antigénica, a placa
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ficaria saturada com poucas unidades de anticorpos fixados, pois, com 08 processos de
lavagens, os aloanticorpos com baixa avidade se dissociariam facilmente. Com isto, na
segunda incubac¢do com o conjugado, pode ndo restar aloanticorpo suficiente para revelar
uma reacio cromogeénica (Underwood, 1993).

Em vista do descrito, escolheu-se o uso da concentracdo intermediaria de 5x10*

célulasfescavacio (50 ul de 1x10° linfocitos/ml, em PBS) pois, esta além de apresentar bom
poder discriminatério entre reagbes positivas e negativas, também representa uma situagéo
em que se evita excesso ou escassez de antigenos. Esta concentracdo também foi indicada
como sendo a mais adequada por outros autores que trabalharam com sistemas de ELISA,
empregando-se antigenos celulares (Morris et al., 1982; Effros et al., 1985; Schlosser et al.,
1991).

Titulagcdo do Conjugado e Tempo de Reagéo

Embora em ensaios enzimaticos ndo competitivos seja aconselhado o usc de
conjugado em excesso (Kemeny, 1992), ao se avaliarem diferentes diluicdes utilizando soros
controles positivo e negativo, verificou-se que, em diluicbes muito baixas, ocorria uma
remogdo incompleta, pelas lavagens do conjugado ndo ligado ao anticorpo, ou adsorvido
inespecificamente. O mesmo foi verificado por Morris e colaboradores (1982).

Por outro lado, diluigdes muito altas diminuiam a sensibilidade do teste; sendo, entdo,
adequada a diluicio de 1/2000, em tampéo TRIS-BSA, na qual obtivemos maior diferenca de
densidade Optica entre 0s soros controles positivos e negativos. Verificou-se ainda, que um
aumento no tempo de incubag¢do do conjugado de 15 para 30 minutos ndc resultou em
aumento de sensibilidade, sendo entdo o tempo de 15 minutos mantido para a realizaco do
teste.

Avaliagao do Teste

Por mais que se procure controlar a fixagdo inespecifica do anti-anticorpo marcado
com a enzima, algumn nivel de reagéio cromogénica sempre ocorre apds a adicio do substrato
revelador da sua fixag&o, mesmo na auséncia dos aloanticorpos pesquisados. Assim, para a
correta interpretac@o dos testes imunoenzimaticos, ha a necessidade de se estabelecer um
valor minimo, a partir do qual as densidades opticas observadas possam ser consideradas
como reatividade especifica.

Este valor de corte (“cut off") é estabelecido, tendo como base as reagOes obtidas

frente ao soro controle negativo. Entretanto, variagdes individuais entre diferentes amostras
de soro controle negativo também podem ocorrer, devido & presenca de anticorpos contra
componentes da solug&o bloqueadora, como proteinas do leite em po (Harris et al. 1989) e

soro de coelho (Craig et al., 1993). Além disto, é preciso também se ter em mente que as
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suspensbes celulares podem variar quanto & presenca de receptores inespecificos,
principalmente para a por¢io Fc, para as imunoglobulinas séricas ou conjugadas & enzima
(Morris, 1982; Arunachalam, 1990).

A avaliagdo de 20 diferentes soros normais e sua mistura em suspensfes celulares de
3 diferentes individuos ndo mostrou diferencas estatisticamente significantes no nivel de
densidade Optica entre os soros. Entretanto, ela foi significativa entre as suspensdes
celulares. Assim, por uma questdo de homogeneidade dos testes, esta pesquisa optou peio
uso de mistura de soros como controle negativo, como recomendado por outros autores (Kao
et al., 1993), e estabeleceu como valor de corte da reacdo, a absorbancia resuitante desta
mistura de soro negativo, acrescido de dois desvios-padroes.

Como foram observadas variagbes importantes conforme a suspensdo celuiar
utiizada, foi necessério que a reacgéio com o soro controle negativo fosse realizada com cada
tipo de célula utilizada. Assim, o valor de corte seria individual para cada suspensao celular.

Pré-Tratamento do Soro de Pacientes para Pesquisa de Aloanticorpos pelo Método
CELISA

Numerosos estudos tém sido feitos no intuito de elucidar a natureza das desordens de
hemostasia associadas a doenga renal (Kincaid-Smith, 1972; George et al., 1974). Devido a
dificuidade na retragdo do codgulo, e acdo plaquetaria deficiente, o soro destes pacientes
costuma apresentar restos de fibrina, os quais podem aderir ac plastico {poliestireno) durante
a primeira incubagdo do soro do paciente com as suspensdes celulares. Tal aderéncia pode
provocar a ligacdo inespecifica do anticorpo conjugado a enzima, durante a segunda fase de
incubag&o, levando a resultados falso-positivos no momento da adicéo do substrato. (Keros et
al., 1982).

Apesar do congelamento e descongelamento das amostras de soro e da simples
filtrag&o em papel Whatman 42 ter diminuido, a incidéncia de reaghes falso-positivas no teste
CELISA, guando comparado ao teste de microlinfocitotoxicidade classico (CDC) ou
potencializado com antigamaglobulina humana (CDC-AGH), 2 entre seis 6 amostras ainda
mantiveram este padrio de reacdo. Assim, resolveu-se fazer o tratamento com trombina de
todas as amostras de soro e controles, seguida de centrifugacao, imediatamente antes da
realizacdo do teste CELISA, abolindo a interferéncia causada por restos de fibrina. O pré-
tratamento de amostras de soro com trombina também tem sido empregado com eficacia por
outros autores, trabalhando com ensaios imunoenzimaticos na pesquisa de marcadores

soroldgicos para hepatite B (Keros et al., 1982).
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Estabilidade da Suspensio Antigénica e Reprodutibilidade Inter e Intraensaio

A possibilidade de armazenamento de placas de ELISA contendo suspensdes de
linfécitos T de diferentes individuos, portando diferentes especificidades HLA, seria de grande
utilidade na rotina laboratorial para a pesquisa de aloanticorpos no soro de pacientes
politransfundidos, bem come na definicdo das especificidades anti-HLA. Principalmente, se se
levar em conta que ¢ CELISA é um teste que independe da viabilidade celular, de facil
execucdo, parciaimente automatizado e realizado num curto periodo de tempo, gquando
comparado ao teste de citotoxicidade dependente de complemento, utilizado para definir a
reatividade do soro contra painel de linfocitos. Para tanto, & necessario que a suspensdo
antigénica permanega estavel mesmo apos prolongado armazenamento.

A comparagdo dos resultados obtidos na titulagdo de amostra de soro frente a uma
mesma celula, em intervalos de 6 meses, mostrou a reprodutibilidade dos testes CELISA,
realizados em placas recém-preparadas e armazenadas a -20°C. Neste interensaio, a

variacdo de apenas um titulo foi considerada satisfatoria. Trabalhos que também fizeram uso
de suspensdes celulares relataram boa estabilidade antigénica em placas armazenadas a -
20°C por 6 meses (Arunachalam et al., 1990), ou por mais de doze meses a - 80°C (Walker, et
al., 1992).

O estudo da reprodutibilidade intraensaio também mostrou boa equivaléncia das
triplicatas, pois, entre 60 testes, inciuindo soros controles positivos e negativos e amostra de
pacientes reagentes e n&o reagentes, foram encontrados apenas 7 testes em que a variacéo
entre as triplicatas foi maior que 15%, resultado considerado aceitavel de acordo com outros
autores (Voller, 1988; Kao et el., 1993; Bryan et al., 1995).

Comparacéo da Sensibilidade entre os Testes CELISA e Microlinfocitotoxicidade

Uma vez que os testes imunoenzimaticos fazem uso de um segundo anticorpo, que
teoricamente tem o poder de aumentar a sensibilidade da reacfo, resolveu-se incluir, no
presente frabalho, a comparagdc do teste CELISA com o de microlinfocitotoxicidade
potencializado com a adi¢io de antigamaglobulina humana (CDC-AGH), que, apesar de mais
frabalhoso que o método classico, é considerado mais sensive! por também fazer uso de um
segundo anticorpo.

Os resultados revelaram sensibilidades equivalentes entre 0s dois métodos, na
determinagdo do titulo de reatividade de um soro especifico sobre duas diferentes
suspensdes celulares. A variagdo de apenas um titulo @ mais em um ou outrc método pode

ser considerada desprezivel, principalmente se se considerar em consideracdo que o método
CDC-AGH depende da viabilidade celular, da concentracdo do complemento e toxicidade de
anticorpos heterofilos no soro de coelho e da presenca, no soro teste, de anticorpos capazes
de fixar o complemento e ativar a reacdo em cascata, ou mesmo, de fatores anti-
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complementiares ou blogqueadores, comuns em soro de pacientes renais cronicos
politransfundidos (Lieber, 1982; Lieber et al. 1992").

Recentemente, comparacbes entre painéis de reatividade realizados pela técnicas
CDC-AGH e imunoenzimaticas para detecgdo anficorpos anti-HLA, utilizando antigenos
soltveis HLA classe |, mostraram varia¢bes semelhantes (Bryan et al. 1995).

Comparaciao da Especificidade do Método CELISA em Relagic aos Métodos de
Citotoxicidade na Deteccao de Aloanticorpos

O método CELISA empregado, nas provas cruzadas entre linfocitos de individuos
normais e soros de gestantes e renais cronicos, revelou concordancia de 75,7% e 81,4%
respectivamente, entre os métodos CDC e CDC-AGH.

Recentemente, Buelow e colaboradores (1995 *) propuseram um novo processo para a
pesquisa de aloanticorpos anti-HLA, utilizando-se o método imunoenzimatico realizado em

placas de ELISA adsorvidas com painel de antigenos HLA soltvel classe |, conhecido como
PRA-STAT™ (Baxter - SangStat Medical Corporation). Os referidos autores encontraram
92,4% de reagbes concordantes entre os métodos CDC-AGH e PRA-STAT.

Bryan e colaboradores (1995) compararam as reagbes obtidas com o painel PRA-
STAT comercial e com o método ADC-AGH em painel de células com antigenos
caracterizados. Neste trabalho, foi observado apenas 56% de rea¢des concordantes na
definicdo das especificidades. Avaliando a RCP no soro de pacientes renais cronicos néo foi
encontrada correlacdo entre os dois métodos (= 0,42). A maior incidéncia de reacdes
concordantes, aqui obtidas pode ser devida ao fato de o método imunoenzimatico ter sido
realizado em suspensdes linfocitarias e ndo em antigenos soltveis.

Em nossos experimentos, um maior nimero de reacbes positivas foi observada com o
meétodo CELISA. Em 22,1 % e 16,4% das comparacdes, respectivamente, em relacéo aos
metodos CDC e CDC-AGH foi observada reagéo positiva apenas com o método CELISA. A
maior reatividade em relagdo ao teste CDC poderia ser explicada devido a presenca de
aloanticorpos da classe 19G em baixo titulo, ou a subclasses de IgG ndo fixadoras de
complemento (lgG2 e Ig(G4) que dificultaria a citotoxicidade. Estes fatores ndo explicariam a
maior reatividade em relagdo ao método CDC-AGH, uma vez que este também faz uso de um
segundo anticorpo. Provavelmente, o método CELISA estaria detectando anticorpos contra
antigenos de superficie ndo-HLA, encontrados, principalmente, no soro de gestantes (Innes et
al, 1989).

Em 2,2% das comparagbes, foram observadas reacdes positivas nos métodos CDC e
CDC-AGH e negativas no CELISA. Neste caso, o soro poderia estar apresentando,
adicionalmente, anticorpos da classe IgM, com alta avidade, que nédo se desprenderiam com
os subsequentes processos de lavagem; ou entdo que estariam bloqueando, por competicao,
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a fixagdo de anticorpos IgG com a mesma especificidade. Os anticorpos IgM uma vez fixados
ao linfocitos desencadeariam a ativagdo da cascata do complemento, levando 3 lise celular.
Como no teste CELISA, o conjugado revelador dos aloanticorpos fixados era especifico para
lgG, os anticorpos IgM nio teriam como ser detectados. Zachary e colaboradores (1995)
demonstraram a capacidade de bloqueio da fixacdo de IgG a antigenos HLA solUveis, em
testes imunoenzimaticos, por soros contendo anticorpos da classe IgM com a mesma
especificidade.

Adicionalmente, os testes CDC-AGH e CELISA empregam suspensdes celulares em
diferentes estados de conservagdo. No método CDC-AGH, foram empregadas células vidveis
gue poderiam estar sintetizando e, conseqguentemente, expressando uma maior densidade de
antigenos na membrana, em relagdo as células desidratadas, adsorvidas em placa de ELISA;
fato este que, por si s0, ja mascararia os antigenos voltados para a superficie plastica.

Quando epitopos antigénicos estdo presente em alta densidade, os teste de ELISA

podem detectar anticorpos em niveis menores 1 ng / ml, independentemente da avidade do
anticorpo. Quando os anticorpos sdo de baixa afinidade, este nivel sobe para, pelo menos, 2
pg / ml (Steward & Lew, 1985).

Devemos também levar em consideragéo os procedimentos de lavagens para refirada
do aloanticorpos ndo fixados a superficie dos linfocitos. No método CELISA, eles sdo mais
intensos e vigorosos que os realizados no método CDC-AGH. Estes procedimentos poderiam
contribuir para a retirada dos anticorpos fixados especificamente, porém com baixa avidade, o
que explicaria a reac&o negativa, exclusivamente, no método CELISA..

E conhecido o fato que anticorpos produzidos na resposta primaria possuem baixa
avidade, que tende a aumentar com o tempo de exposicio aos imundgenos (Eisen &
Siskind,1964). Em vacinag@o para rubéola, foi demonstrado por Hedman et al. (1989) que a
avidez de anticorpos IgG nos primeiros dois meses apds a vacinacao era baixo, crescendo
durante os quatro meses seguintes.

Assim, em algumas situacbes, falha de reatividade no teste CELISA poderia ser
explicada se considerarmos que estamos detectando antigenos de superficie celular, que
podem variar quanto ao seu grau de expressdo. Alem disto, pacientes renais crénicos
politransfundidos podem apresentar aloanticorpos com diferentes graus de avidade, ao
contrario das pacientes AER imunizadas especificamente.

Cabe ainda ressaltar que uma das desvantagens do método CDC-AGH é a sua
dependéncia da viabilidade celular, o que poderia levar a resultados falso positivos.

Alguns autores encontraram maior nivel de RCP, com o método ACD-AGH, em
comparagdo com o CDC, ao avaliar 114 amostras de soro de pacientes renais cronicos
(Duguesnoy & Marrari, 1997). No presente trabalho, a distribuicdo dos 15 pacientes em
diferentes faixas de RCP n&o mostrou diferenca estatisticamente significante ao se utilizar os
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meétodos CDC, CDC-AGH ou CELISA. Embora neste estudo o teste CDC-AGH tenha se
rmostrado mais eficaz na determinag@o da especificidade de aloanticorpos, dirigidos tanto para
especificidades privadas como publicas. Mesmo assim, o teste CELISA se mostrou como uma
alternativa pratica para definir o grau de reatividade contra painel, principalmente se
considerarmos sua capacidade de também detectar anticorpos ndo citotdxicos, independéncia
de celulas vidveis, e sua parcial automacéo. Além disto, autoanticorpos, considerados como
n&o prejudiciais ao transplante, normalmente detectados pelos métodos de citotoxicidade, ndo
parecem ser revelados pelo método CELISA. Isto, provavelmente, se deve ao fato de estes
anticorpos serem da classe IgM ou de baixa avidade, que se desprenderiam pelos processos
de lavagem. ConstatagBes semelhantes também foram feitas por outros autores, comparando
0s métodos CDC-AGH e PRA-STAT™ {Bryan et al., 1995; Buelow et al., 1995% Buelow et al.,
1995%).

Entretanto, deve-se ressaltar que foram observadas rea¢bes discordantes né&o

explicadas enfre os 3 métodos. Assim, estudo com um nUmero maior de pacientes

politransfundidos ou multiparas poderia contribuir para esclarecer este ponto.

Relevancia Clinica dos Aloanticorpos detectados pelo Métodoe CELISA na Evolugéo do
Enxerto Renal

O objetivo deste trabalho foi verificar a adequacdo do método CELISA na definicdo da
RCP e no na prova cruzada pré-transplante, devido a sua inadequacao ao tempo disponivel
para liberac&o do resultado. Entretanto, a prova foi realizada posteriormente em 18 casos. A
prova cruzada pré transplante positiva com o método CELISA previu reacéo imunolégica em
apenas 1 dentre 3 casos, ocorrida apds 3 meses do transplante e diagnosticada como
glomerulonefrite membranoproliferativa. Infelizmente, com estes 3 casos néo foi possivel tirar
maiores conclusdes a respeito, principalmente, se se considerar que a oulra perda foi devida
a trombose vascular, provavelmente mecanica e, o terceiro caso vem apresentando boa
evolugdo. Sabe-se que pacientes transfundidos podem desenvolver anticorpos nao citotéxicos
bloqueadores dos receptores Fc (MacLeod et al., 1982), ou anti Fab (Chia et al., 1982)
correlacionados com boa evolugdo do enxerto. Embora tenham sido utilizados linfécitos T do
doador no teste CELISA, é possivel que, na suspensdo celular, existissem linfocitos T
ativados ou mesmos c¢élulas B ou mondcitos expressando receptores FC. Adicionalmente, os
linfécitos B poderiam fixar anticorpos anti-Fab, por apresentarem imunoglobulinas de
superficies. Estes fatos explicariam a boa evoluggo do paciente com prova cruzada positiva,
detectada pelo método CELISA, e ndo revelada pela microlinfocitotoxicidade.

Outros autores utilizaram antigeno HLA sollvel extraido de células ou plasma do

doador fixado em placas de ELISA por um anticorpo monoclonal anti-HLA classe |. Neste
trabalho, foram observadas 3 perdas imunoldgicas, entre 14 {21%) pacientes com prova
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cruzada positiva e 6 perdas imunolbgicas, entre 149 (4%).pacientes transplantados com prova
cruzada negativa (Monteiro et al., 1997). Entre os nossos 15 pacientes com prova cuzada
negativa pelo método CELISA, apenas 2 (13%) apresentaram perdas relacionadas a
possiveis causas imunolbgicas.

No estudo da RCP, em nenhum dos 22 casos foi observado qualquer grau de
reatividade com o metodo CELISA. Entre os 11 pacientes com perda renal relacionada a
fatores imunologicos, 2 apresentaram reatividade no método CDC-AGH, 1 com 82% e outro
com 32%, sendo, porém, um caso de refransplante. Outro paciente, apresentando 17 % de
RCP, vem mostrando boa evolucdo do enxerto, sem nenhum episédio de rejeicdo em 54
meses de seguimento.

E preciso levar em consideracdo que, neste estudo, foram inclusos pacientes
transplantados na vigéncia de prova cruzada contra linfécitos T negativa pelo método CDC-
AGH. E que resultados positivos em painel ndo s&o, necessariamente, anticorpos dirigidos a

antigenos HLA classicos (ou ndo HLA) presentes nas células do doador. E possivel que os
métodos CELISA e CDC-AGH estejam revelando antigenos de superficie que diferem quanto
a sua expressdo, natureza dos epitopos antigénicos, e que eventuais alteracdes
conformacionais interfeririam no grau de avidade do anticorpo especifico (Steward & Lew,
1985).

Outra explicacéo para esta falta de sensibilidade do método CELISA seria a natureza
lgM do anticorpo ndo detectada pelo conjugado anti-lgG, utilizado neste trabalho.
Autoanticorpos da classe IgM s&c considerados ndo prejudiciais ao transplante,
principalmente aqueles resultantes da ativagdo policlonal em virtude de infeccdes virais.
Todavia, nem toda reatividade contra painel devida a anticorpos IgM pode ser considerada
como autoanticorpos,. Na realidade, tem sido descrito que alguns pacientes desenvolvem
exclusivamente aloanticorpos da classe IgM especificos para antigenos HLA. (Méller et al,
1993). A importancia destes aloanticorpos na sobrevida do enxerto tem sido controversa na
literatura. Alguns autores ndo os consideram prejudiciais, pois representariam um estado
expanséo clonal minima, isto é, de ativacio apenas das células T auxiliadoras 1 (Th1); e a
terapia imunossupressora controlaria a ativagdo das células T auxiliadoras 2 (Th2), evitando a
mudanca da classe do aloanticorpo para IgG. A presenca de aloanticorpos da classe IgG
representaria um estado de expansdo clonal importante, onde as células Th1, Th2 e B
estariam ativadas, levando & producdo de anticorpos com alta finidade: e a terapia
imunossupressora ndo evitaria a expansdo secundaria destes clones na vigéncia do
transplante (Scomik et al,1992). Entretanto, outros autores tém dado importancia para a
resposta primaria IgM especifica para aloantigeno, pois esta podera evoluir para uma resposta
secundaria na vigéncia do transplante (Méller et al, 1993).

Outro fator importante que explicaria a néo reatividade do soro no método CELISA seria
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a propria qualidade do conjugado anti-lgG, ufilizado como revelador da presenca do
aloanticorpo. Alguns autores tém descrito que diferentes fontes de conjugados podem resultar
em diferentes sensibilidades do método (Morris et al., 1982; Avrameas, 1992; Kemeny, 1992).
Assim, € possivel que a utilizacdo de outras fontes de conjugados comerciais, além daquela
aqui utilizada, poderia ser Gtil para esclarecer este ponto. Além disto, conjugados especificos
para anficorpos da classe IgM também poderiam ser empregados para definir a presenca de
aloanticorpos, em amostras de soro previamente absorvidas com células do préprio paciente,
para a retirada das IgM autorreativas, aparentemente nio prejudiciais.

Para determinar a relevancia da sensibilizacdo contra estes diferentes antigenos, seria
necessario incluir no estudo de um maior nimero de pacientes transplantados com boa e ma
evolugdo do enxerto.
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Resumo e Conclusdes

Convencionalmente, a sensibilizagdc aos antigenos HLA & definida peio nivel de
reatividade do soro do paciente contra painel de linfocitos de pelo menos 30 individuos HLA
distintos, empregando-se 0 método de citotoxicidade dependente de complemento (CDC). A
necessidade de obtengéo de linfocitos viaveis torna o metodo dificil de ser processado num
curto espégo de tempo. O presente trabalho teve por objetivos: a padronizacio do método
CELISA, passivel de automacdo, utilizando-se suspensbes desidratadas de linfécitos T,
armazenadas em microplacas a -20°C; e a avaliacdo de sua sensibilidade e especificidade em
relagdo ao método de CDC e potencializado com antigamaglobulina humana (CDC-AGH).
Partindo de soros controles HLA-positivos e HLA-negativos, foram avaliados os seguintes
pontos: tipo de placas poliestireno disponiveis no mercado; tampdes blogqueadores de sitios
inespecificos; concentracdo do conjugado e métodos de tratamento do soro, descritos a
seguir.

Com o uso de solucéo bloqueadora constituida de tamp&o TRISHCL (pH 7.6), 0,1% de

Triton-X-100, 1% de soro de coelho € 3% de leite em pd desnatado, os trés tipos de placas
avaliadas mostraram resuliados semelhantes.

Recomenda-se portanto, o uso de 5X10* linfocitos por escavagdo (50ul de 1X10%PBS),
devido ao fato de que concentragbes maiores resultaram em aumenio de reagdes
inespecificas e concentragdes menores diminuiram a sensibilidade do teste.

Antes da realizac&o dos testes, as amostras de sorc devem ser previamente congeladas,
posteriormente tratadas com trombina e centrifugadas, pois sores de alguns pacientes com
desordem de coagulacio, apresentam restos de fibrina, mesmo apds a retracgo do coagulo,
levando a resultados falsos-positivos.

A comparacio de 226 provas cruzadas revelou 75,2 % de concordancia entre os métodos
CELISA e CDC e 81,4% entre os métodos CELISA e CDC-AGH, utilizando-se soros de
gestantes no primeiro trimestre de gestacao e pacientes renais cronicos politransfundidos.

Em relacdo a boa ou a ma evoiuc@o do enxerto renal, néo foi possivel avaliar a relevancia
de aloanticorpos detectados pelos métodos CELISA ou CDC-AGH, devido ao pequeno
namero de pacientes transplantados, incluidos no estudo.

Finalmente conclui-se que o método de CELISA se mostrou Uil para a pesquisa de
anticorpos anti-linfocitarios, com sensibilidade compativel com ¢ método CDC potencializado
por AGH. Entretanto, anticorpos da classe IgM ou de baixa avidade néo seriam detectados
pelo método CELISA. Este fato, porém, ndo invalida o objetivo proposto, de determinacio do
nivel de RCP na amostra pré-transplante. O método também pode ser empregado,
rotineiramente, para acompanhar a evolugdo da RCP em amostras de soro de pacientes
renais crénicos, cothidas ao longo do tempo. Quando néo for possivel a caracterizagéo das
especificidades, recomenda-se a realizacdo da RCP pelo método CDC-AGH, que, embora
mais trabalhoso e dependente de células viaveis, &, como o CELISA, nitidamente mais
sensivel que 0 método CDC cidssico.
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SOLUCOES

TAMPAO TRIS-HCL , pH 7,6 10mM.

Soluc@o mée de TRIS-HCI 0.2M ; pH 7.6.

A: 0,2M de solucio de Tris (hidroximetil) aminometano ( 24,2g em 1000ml)
B: 0,2M HCL
50ml de A + 38,4 mi de B, diluido para um total de 200m|

Seolucio de rotina (10mM) :

Solucdo de NaCl 154mM: ... 1000m!
Solucao TRIS-HCI0,2M.....cocooiiie e 50ml
SOLUGCAO DE LAVAGEM

Tampéao TRIS-HCH1OMM pH 7.6......ccooeieeiiecciee e 1000ml
Triton -X- 100, .. 0,5ml
TAMPAO BLOQUEADOR

Tampéo TRIS-HCI 10mM pH 7.6, 100mi
Trton-X-100.. .. 0,1ml
Sorode coelho. ... 0,1ml
Leite empodesnatado..............cccooeeiivieiii e 30g
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TAMPAQ BIFOSFATO DE SODIC (PBS) - AZIDA

PBS (BIOLAB) pPH 7.2, e 1000 mi agua destilada
Azida Sédica (E. Merck AG, Darmstadt - Germany).........................co.. ... 1q.

SOLUCAO FICOLL-HYPAQUE:

Ficoll-2000 (Pharmacia Fine Chemical, Upsaila, Suica)........ 350m! a 9% em agua destilada
Hypaque (Whinthorop Products Inc., New York, USA)........... 100mi a 50%.

AQUA BESHIATA. .........rvvveemerrree oo ses e 47 5ml.
Ajustar a densidade para 1,076 com agua destilada.
Autoclavar e manter a 4°C, em frasco ambar.

SOLUCAO SALINA BALANCEADA DE HANKS
TC Hanks Sait Solution, Difco Laboratories, Michigan, USA.

Antes do uso, o pH foi ajustado para 7,2 com soluc&o de bicarbonato de sodio a 7g% ou acido

acéticoa 2 g %.

SOLUGAOQ FISIOLOGICA:

Solugdo de cloreto de sédio (Merck Laboratérios S.A, Industrias Quimicas, Rio de Janeiro,
Brasil), a 0,99% em dgua destilada.
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SOLUCAQ DE AZUL TRIPAN:
Azul Tripan (Matheson, Coleman & Bell Norwood, Ohio, USA)..................... 1g
AQUE ESTIAAA ... oo, 100mi

Solugio conservada a 4°C. Imediatamente antes do uso diluir a 1:4 em solugdo de Hanks.

SOROC DE COELHO

Para o uso como fonte de compiemento nas reacbes de citotoxicidade dependente de
complemento, bem como para enriquecimento do tampédo blogueador no CELISA, foi utilizado
soro de coelho, obtido por puncéo cardiaca de sangue de cerca de 50 coelhos Nova Zelandia,
adultos e aparentemente sadios. O sangue colhido foi transferido para tubos de vidro e

deixado, por uma hora, & temperatura ambiente e, por 2 a 3 horas, a 4°C. Logo apds a
retracdo do coagulo, os soros foram centrifugados a 1000g durante 10 minutos a 4°C,
misturados e mantidos em aliquotas de 1mi a - 80 °C. Antes de ser utilizado como fonte de
complemento, o soro foi estudado quanto a poténcia e ao efeito citotdxico inespecifico,
atraves de reacdo com soros e ¢élulas selecionadas.

SOLUGAO CROMOGENICA

O-phenilenodiamina 2 HCL, 1,0 mg/ml (Sigma Chemical Company n® p-8287), em tamp&o
citrato-fosfato, 0,05M , pH 5,0 contendo 0,03% de perborato de sédio - Sigma Chemical
Company, St. Louis, USA- n° P 4922).

ACIDO SULFURICO 1N
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Anexo- G2
Prova cruzada entre soro de gestantes e linfocitos de diferentes doadores avaliada pelos
métodos imunoenzimatico e de microlinfocitotoxicidade

Experimento | Numero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
1 Identificacao
das Amostras
GDC CDC-AGH
D.O. interpretacac | Interpretagéo interpretagao
G1 0,312 Negativo POSITIVO POSITIVO
G2 0,333 Negativo Negativo Negativo
G3 0,338 Tégativo negative negativo
G4 0,307 negativo negativo negativo
G5 0,385 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Ge 0,284 negativo negativo negativo
G7 0,331 negativo negativo negativo
G8 0,426 POSITIVO negativo negativo
GY 0,292 negativo negativo negativo
G106 {4,379 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle positivo 0,583 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negative | § 333 + 0,005 Negativo Negativo
Valor de corte 0,343
Experimento | yumero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
2 Identificacdo
das Amostras
cDe CDC-AGH
D.O. Interpretagaoc | interpretagio Interpretagdo
G1 0,286 Negativo Negativo Negativo
G2 0,274 Negativo Negativo Negativo
G3 0,276 negativo negativo negativo
G4 0,298 negativo negativo negativo
G5 0,434 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
G6 0,248 negativo negativo negativo
G7 0,261 negativo negativo negativo
&8 €,350 negativo negativo negativo
G9 0,255 negativo negativo negativo
G10 0,386 POSITIVO negativo POSITIVO
Controle positivo 0,575 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | 0 330 -+ 0,012 Negativo Negativo
Vaior de corte 0,354

" Testes de microlinfocitotoxicidade classico (CDC) e potencializado com anfigemagiobulina humana {CDC-AGH)

™ Nos 3 tipos de testes todas amostras de soros de pacientes e controles foram avaliadas dituidas 1/2. Controle Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexo masculino e ndio fransfundidos, Cenfrole Positive: amostra de sors de individuo renal crénico
com 90 a 100 % de reatividade contra painel de linfécitos T, avaliado née diluido, pela téenica.de CDC.
tnterpretagdo: 1- teste CELISA : foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram malores que o valor de
corte {média das D.0., obtidas em comprimento de onda de 492nm, com o controle negativo mais 2 desvios padres).
2- testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positivas as amostras em Gque a percentagem de células
mortas fol maior que 50%.
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ANEXO 2 (continuagio}

Prova cruzada entre soro de gestantes e linfocitos de diferentes doadores avaliada pelos

métodos imunoenzimatico e de microlinfocitotoxicidade

Expe";me“t" Namero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
identificagdo
das Amostras
che CDC-AGH
D.O. interpretacdo ;| Interpretacdc | Interpretagao
G1 0,255 Negativo POSITIVO POSITIVO
G2 0,264 Negativo Negativo Negativo
G3 0,265 negativo negativo niegativo
G4 0,314 negativo negativo negativo
G5 0,369 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
G6 0,229 negativo negativo negativo
G7 0,265 negativo negativo negativo
G8 0,337 POSITIVO negativo negativo
G9 0,240 negativo negativo negativo
G10 0,386 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle positivo 0,527 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | () 299 + 0,009 Negativo Negativo
Valor de corte 0,317
Experimento | yumero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
4 identificacao
das Amostras
Do ~ CDC-AGH
D.C. Interpretacdo | interpretacio interpretacac
G1 0,185 Negativo Negativo Negativo
G2 0,175 Negativo Negativo Negativo
G3 0,171 negativo negativo negativo
G4 0,160 negativo POSITIVO negativo
G5 0,320 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
56 0,134 negativo negativo negativo
G7 0,171 negativo nagativo negativo
G8 0,253 POSITIVO negativo negativo
Go 0,149 negativo negativo negativo
G10 0.243 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle positivo 0,535 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Gontrole negativo | 3 172 + 0,010 Negativo Negativo
Valor de corte 0,192

* Testes de microfinfocitotoxicidade cléssico (CDC) e potencializado com antigamaglobulina humana (CDC-AGH)

™ Nos 3 tipos de festes fodas amostras de soros de pacientes e controles foram avaliadas diluidas 1/2. Controle Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexe masculino e n3o transfundidos. Controle Positivo: amostra de soro de individuo renal crénico
com 90 a 100 % de reatividade contra painel de linfécitos T, avaliade ndo difuido, pela téonica de CDC.
Interpretagdo: 1- teste CELISA: foram consideradas positivas as amostras cujas meédias das tripficatas foram maiores que o valor de
corte (meédia das D.0., oblidas em comprimento de onda de 492nm, com o conirole negativo mais 2 desvios padrdes),
2- lestes de microfinfociiotovicidade: foram consideradas positivas as amostras em que a percentagem de céiulas
mortas foi maior que S0%.
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ANEXO 2 {continuagéo}

Prova cruzada entre soro de gestantes e linfocitos de diferentes doadores avaliada pelos

Experimento
5

Experimento
6

* Testes de microlinfocitotoxicidade cldssico (CDC) e potencializado com antigamagiobuling humana (CDC-AGH)

métodos imunoenzimatico e de microlinfocitotoxicidade

Ndmero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
identificagao
das Amostras
Do CDC-AGH
£2.0. interpretacio | Interpretacio Interpretacdo
G1 0,516 POSITIVO Negativo POSITIVO
G2 0,444 Negativo Negativo Negativo
G3 9,432 negativo negativo negativo
G4 0,457 negativo Negativo negativo
Gs 0,587 POSITIVO Negativo Negativo
G6 0,355 negativo negativo negativo
G7 0,423 negativo negativo negativo
G8 0,501 POSITIVO negativo POSITIVO
G9 0,374 negativo negativo negativo
G10 0,622 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle positivo 0,600 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | () 433 + 0,015 Negativo Negativo
Valor de corte 0,463
Niameroe de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
identificagao
das Amostiras
&he CDC-AGH
D.O. Interpretacdo | Interpretacdo Interpretacao
G1 0,506 POSITIVO Negativo POSITIVO
G2 0,493 POSITIVO MNegativo POSITIVO
&3 0,437 negativo negativo negativo
G4 0477 POSITIVC Negativo negativo
G5 0,521 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
G6 0,354 negativo negativo negativo
a7 0,452 negativo negativo negativo
G8 0,449 negativo negativo negativo
&9 0,379 negativo negativo negative
G10 0,583 POSITIVO negativo POSITIVO
Controle positivo 0,637 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negative | (J 431 + 0,020 Negativo Negativo
Valor de corte 0,471
L

* Nos 3 tipos de testes todas amosiras de soros de pacientes e controles foram avaliadas diluidas 1/2. Controle Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexe masculino e nfo transfundidos. Controle Positivo: amostia de soro de individuo renal cronico
com 90 a 100 % de reatividade contra painel de linfécitos T, avaliado néio diluide, pela técnica de CDC.

Interpretagdo: 1- teste CELISA : foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram maiores gue o valor de

corte (meédia das D.0., obtidas em comprimento de onda de 492nm, com o contrele negativo mais 2 desvios padrbes).

2-testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positivas 4s amostras em que a peroentagem de células mortas f0i maior que 50%.
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ANEXO 2 (continuagio)

Prova cruzada entre soro de gestantes e linfocitos de diferentes doadores avaliada pelos
métodos imuncenzimatico e de microlinfocitotoxicidade

Experimento | imero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
7 Identificagac
das Amostras
cDC CDC-AGH
D.C. interpretacdc | Interpretacao Interpretacdo
G1 0,472 POSITIVO Negativo POSITIVO
G2 0,421 Negativo Negativo Negativo
G3 0,426 negativo negativo negativo
(G4 0,453 POSITIVO Negativo negativo
G5 0,516 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
G6 0,373 negativo negativo negativo
G7 0,435 POSITIVO negativo negativo
G8 0,490 POSITIVO negativo negativo
G9 0,380 negativo negativo negativo
G10 0,559 POSITIVO negativo Negativo
Controle positivo 0,610 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | 0 417 + 0,008 Negativo Negativo
Valor de corte 0,433
Experimento | numero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
8 identificagdo
das Amostras
che CDC-AGH
D.O. Interpretagao | Interpretagdoc | Interpretacdo
G1 0,472 POSITIVO Negativo POSITIVG
G2 0,421 Negativo Negativo Negativo
G3 0,426 negativo negativo negativo
G4 0,453 negativo Negativo negativo
G5 0,518 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
G6 0,373 negativo negativo negativo
G7 0,435 negativo negativo negativo
G8 0,480 POSITIVO negativo negativo
G9 0,380 negativo negativo negativo
G10 0,558 POSITIVO negativo POSITIVO
Controle positivo 0,603 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negative | (0 433 + 0,015 Negativo Negativo
Valor de corte 0,483

* Testes de microlinfocitotoxicidade cidssico (CDC) e potencializade com antigamaglobulina humana (CDC-AGH)

** Nos 3 tipos de testes todas amosfras de soras de pacientes e controles foram avaliadas diluidas 1/2. Controle Negative: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexo masculing e ndo transfundidos. Controle Positivo: amostra de soro de individuo renal crénico
com 80 a 100 % de reatividade contra painel de linfcitos T, avaliado nfio diluido, pela técnica de CDC.

interpretagdo: 1- teste CELISA: foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram maiores que o valor de

corte (média das D.0., obtidas em comprimento de onda de 492nm, com o controle negative mais 2 desvios padrdes).

2-testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positivas as amostras em que 2 percentagem de céfulas mortas f0l maior que 50%.
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ANEXO 2 (continuagdo)

Prova cruzada entre soro de gestantes e linfécitos de diferentes doadores avaliada peios

Experimento
9

Experimento
10

* Testes de microlinfocitotoxicidade cldssico (CDC) e potencializado com antigamaglobuling humana {CDC-AGH)

métodos imunoenzimatico e de microlinfocitotoxicidade

Namero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
Identificagdo
das Amostras
cDC CDC-AGH
D.O. Interpretacdo | Interpretacdce | Interpretacio
G 0,368 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
G2 0,317 Negativo Negativo Negativo
33 0,310 negativo negativo negativo
G4 0,223 negativo negativo negativo
G5 0,832 POSITIVO negativo negativo
G6 0,299 negativo negativo negativo
G7 0,315 negativo negativo negativo
G8 0,417 POSITIVO negativo negativo
Go 0,306 negativo negativo negativo
G10 0.449 POSITIVC negativo negativo
Controle positivo 0,747 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Confrole negative | 0 307 + 0.0185 Negativo Negativo
Valor de corte 0,344
Ndmero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
ldentificagao
das Amostras
cDe CDC-AGH
D.O. Interpretacdo | interpretacdo | Interpretacao
G1 0427 POSITIVO negativo negativo
G2 0,335 POSITIVO Negativo Negativo
G3 0,273 negativo negativo negativo
Gid 0,328 POSITIVO negativo negativo
G5 0,405 POSITIVO negativo negativo
G6 0,243 negativo negativo negativo
G7 0,257 negativo negativo negativo
(8 0,255 negativo negativo negativo
G9 0,232 negativo negativo negativo
G10 0,421 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle positivo 0,600 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negative | () 269 + 0,0025 Negativo Negativo
Valor de corte 0,274

** Nos 3 tipos de testes todas amostras de soros de pacientes e controles foram avaliadas diluidas 1/2, Conirole Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexo masculine e ndo transfundides. Controle Positivo: amostra de soro de individuo renal cronico
com 90 a 100 % de reatividade contra painel de linfécitos T, avaliado ndo diluide, pela téenica de CDC.

Inferpretacdo: 1- teste CELISA: foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram malores que o valor de

corte {média das D.O., obtidas em comprimento de onda de 492nm, com o controle negativo mais 2 desvios padrdes).

2-testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positivas as amostras em que a percentagem de ofhilas mortas T0I maior que 50%.
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ANEXO 2 (continuacio)

Prova cruzada entre soro de gestantes e linfocitos de diferentes doadores avaliada pelos

métodos imunoenzimatico e de microlinfocitotoxicidade

Experimento | . rero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
1 identificagdo
das Amostras
chbe CDC-AGH
D.0. Interpretacdo | Interpretagio Interpretacao
G 0,484 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
G2 0,362 negativo Negativo Negativo
3 0,284 negativo negativo negativo
G4 0,23 negativo negativo negativo
G5 0,400 POSITIVO negativo negative
G6 0,243 negativo negativo negativo
G7 0,331 negativo negativo negativo
G8 0,350 negativo negativo negativo
G9 0,295 negativo POSITIVO POSITIVO
G10 0,421 POSITIVO negativo negativo
Controle positivo 0,678 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | 0 360 + 0,002 Negativo Negativo
Va;lor de corte (0,364
Experimento | niiero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
12 identificagdo
das Amosftras
cDe CDC-AGH
0.0, Interpretagdo | Interpretacdo | Interpretagio
G1 0,271 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
G2 0,212 negativo Negativo Negativo
G3 0,148 negativo negativo negativo
G4 0,251 POSITIVO negativo negativo
G5 0,258 POSITIVO negativo negativo
G6 0,178 negativo negativo negativo
&7 0,233 negativo negativo negativo
G8 0,162 negativo niegativo negativo
G9 0,197 negativo negativo negativo
G10 0,406 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle positivo 0,556 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | ¢ 205 + 0,017 MNegativo Negativo
Valor de corte 0,239

* Testes de microlinfocitotoxicidade cldssico (CDC) e potencializado com anfigamagiobulina humana (CDC-AGH)

™ Nos 3 tipos de testes todas amostras de soros de pacientes e controles foram avaliadas difuidas 1/2. Contrale Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexo masculino e nao transfundidos, Controle Positivo: amostra de soro de individuo renal cronico
com 20 a 100 % de reatividade confra painel de linfécitos T, avaliado nfo difuido, pela técnica de CDC,
interpretaciio: 1- teste CELISA: foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram maiores que o valor de
corte {media das D.0., obtidas em compriments de onda de 492nm, com o controle negativo mais 2 desvios padrdes).

2- testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positivas as amostras em que a percentagem de células mortas foi maior que 30%.
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ANEXO 2 (continuagio}

Prova cruzada entre soro de gestantes e linfécitos de diferentes doadores avaliada pelos
métodos imunoenzimatico e de microlinfocitotoxicidade

E"Pe:’g‘e“t" Nimero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
ldentificagdo
das Amostras
cDC CDC-AGH
D.G. Interpretacdo | Inferpretagido Interpretacao
G1 0,502 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
G2 0,388 POSITIVO Negativo Negativo
G3 0,324 negativo nagativo negativo
G4 0,317 negativo negativo negativo
G5 0,400 POSITIVO negativo negativo
6 0,239 negativo negativo negativo
G7 0,311 negativo negativo negativo
G8 0,307 negativo negativo negativo
G9 0,300 negativo negativo negativo
G10 0,442 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle positivo 0,781 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negative | () 300 + 0,008 Negativo Negativo
Valor de corte 0,325

* Testes de microlinfocitotoxicidade ciassico (CDC) e potencializado com antigamagiobuling humana (CDC-AGH)
™ Nos 3 tipos de testes todas amostras de soros de pacientes e controles foram avaliadas diluidas 1/2. Confrole Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexo masculing e néio transfundides. Controle Positive: amostra de soro de individuo renal crinico
com €0 a 100 % de reatividade contra painel de linfécites T, avaliado ndo diluido, pela técnica de COC.
Interpretacio: 1- teste CELISA: foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram maiores que o valor de
corte (media das D.0O., obtidas em comprimento de onda de 492nm, com o controle negativo mais 2 desvios padries).

2-testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positivas as amostras em que a percentagem de oéfnlas mortas fol maior que 50%.
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ANEXO 3

Prova cruzada entre soro de pacientes renais crénicos e linfocitos de diferentes
doadores avaliada pelos métodes imunoenzimatico e de microlinfocitotoxicidade

Experimento | yumero ge CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
1 identificagéo
das Amostras
cDe CDC-AGH
D.Q. interpretagdo | interpretacéo interpreiacao
1 0,272 Negativo Negativo Negativo
2 0,187 Negativo Negativo Negativo
3 0.268 Negativo Negativo Negativo
4 0.244 Negativo Negativo Negativo
5 0.157 Negativo Negativo Negativo
6 0.132 Negativo Negativo Negativo
7 0,134 Negativo Negativo Negativo
8 0.176 Negativo Negativo Negativo
9 0,162 Negativo Negativo Negativo
10 0.166 Negativo Negativo Negativo
11 0.171 Negativo Negativo Negativo
12 0,279 Negativo MNegativo Negativo
i3 0,285 Negativo Negativo Negativo
14 0,224 Negativo Negativo Negativo
15 0,223 Negativo Negativo Negativo
Controle positivo 0.658 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negative | 255 + 0,0175 Negativo Negativo
Valor de corte 0,290
Experimento | . mor0 de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
2 ldentificagdo
das Amosiras
cDC CDC-AGH
5.0. Interpretagéio | interpretacio Interpretacdo
16 0,609 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
17 0,309 Negativo Negativo Negativo
18 0,408 Negativo Negativo Negativo
19 0,412 Negativo Negativo Negativo
20 0,389 Negativo Negativo POSITIVO
21 0,437 Negativo Negativo Negativo
22 0,402 Negativo Negativo Negativo
23 0,642 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
24 0,620 POSITIVO Negativo Negativo
25 0,412 Negativo Negativo Negativo
Controle positivo 0,690 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | () 415 + 0,020 Negativo Negativo
Valor de corte 0,455

* Testes de microlinfocitotexicidade classico (CDC) e potencializado com antigamaglobulina humana {CDC-AGH)

** Nos 3 tipos de testes fodas amostras de soros de pacientes e controles foram avaliadas diluidas 1/2. Controle Negativo: mistura de
sore de 20 individuos normais, do sexo masculino € nao transfundidos. Controle Positive: amostra de sore de individuo renal crénico
com 90 a 100 % de reatividade contra painet de linfécitos T, avaliado ngo diluido, pela téenica de CDC,

Interpretacio: 1- teste CELISA: foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram maiores que o valor de

corte {(média das D.C., obtidas em comprimento de onda de 492nm, com o controle negativo mais 2 desvios padraes).
Z- testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positives as amostras e que a percentagem de células
mottas foi maior gue 50%.
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ANEXO 3 (continuacgéo)

Prova cruzada entre soro de pacientes renais crénicos e linfécitos de diferentes
doadores avaliada pelos métodos imunoenzimatico e de microlinfocitotoxicidade

Experimento | nimero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
3 identificagao
das Amostras
chbe CDC-AGH
D.C. interpretagio | Interpretacio interpretacaoc
26 0,277 Negativo Negativo Negativo
27 0,493 POSITIVO Negativo Negativo
28 0,229 Negativo Negativo Negativo
29 0,356 POSITIVO Negativo Negativo
30 0,258 Negativo Negativo Negativo
34 0,283 Negativo Negativo Negativo
32 0,272 Negativo Negativo Negativo
33 0,417 POSITIVO Negativo Negativo
34 0,284 Negativo Negativo Negativo
35 0,298 Negativo Negativo Negativo
36 0,602 POSITIVO Negativo Negativo
Controle positivo 0,608 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negative | 0 290 + 0,015 Negativo Negativo
Valor de corte 0,320
Experimento | yimero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
4 tdentificacio
das Amostras
cDC CDC-AGH
0.0. Interpretacdo | Interpretacio interpretacio
37 0,265 Negativo Negativo Negativo
38 0,258 Negativo MNegativo Negativo
39 0,159 Negativo Negativo Negativo
40 0,281 Negativo Negativo Negativo
41 0,215 Negativo Negativo Negativo
42 0,230 Negativo Negativo Negativo
43 0,189 Negativo Negativo Negativo
44 0,309 POSITIVO Negativo Negativo
45 0,251 Negativo Negativo Negativo
46 0,311 POSITIVO Negativo Negativo
Controle posttivo 0,638 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | 0 259 + 0,012 Negativo Negativo
Valor de corte 0,283

* Testes de microlinfocitotoxicidade classico (CDC) e potencializado com antigamagiebulina humana (CDC-AGH)

** Nos 3 tipos de testes todas amostras de soros de pacientes e controles foram avaliadas diluidas 1/2. Controle Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexo masculing e ndo transfundidos. Controle Positivo: amostra de sofo de individuo renal crénico
com 90 a 100 % de reatividade contra paine! de linfécitos T, avaliado nfo dilufde, pela técnica de CDC,

interpretagiio: 1- teste CELISA: foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram maiores que o vaior de

corte {média das D.0,, obtidas em comprimento de onda de 482nm, com ¢ controle negativo mais 2 desvios padriies).
2- testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positivas as amostras em gue a percentagem de células
mortas foi maior que 50%.
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Prova cruzada entre soro de pacientes renais
doadores avaliada pelos métodos imunoenzim

ANEXO 3 (continuac&o)

crénicos e linfocitos de diferentes
stico e de microlinfocitotoxicidade

Experimento | yimero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
5 Identificaco
das Amostras
cDC CDC-AGH
D.O. interpretacac | Interpretacao Interpretagao
47 0,270 Negativo Negativo MNegativo
48 0,319 Negativo Negativo Negativo
49 0,337 Negativo Negativo Negativo
50 0,445 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
51 0,261 Negativo Negativo MNegativo
92 0,359 Negativo Negativo Negativo
53 0,321 Negativo Negativo Negativo
54 0,263 Negativo Megativo Negativo
55 0,253 Negativo Negativo Negativo
55 0,300 Negativo Negativo Negativo
Controle positive 0,513 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle negative | ) 366 + 0,015 Negativo Negativo
Vaior de corie 0,398
E"Pe"g“e“m Namero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
identificacio
das Amostras
DG CDC-AGH
B.C. Interpretacdo | [Interpretacao interpretacac
87 0,281 Negativo Negativo Negativo
58 0,351 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
59 0.185 Negativo Negativo Negativo
60 0,273 Negativo Negativo Negativo
61 0,309 Negativo Negativo Negativo
62 0,267 Negativo Negativo Negativo
63 0,809 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Controle positivo 0,611 POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | (0,243 + 0,035 Negativo Negativo
Valor de corle 0,313

* Testes de microlinfocitotoxicidade cléssico (CDC) e potencializado com antigamaglobulina humana (CDC-AGH)
= Nos 3 tipos de testes todas amostras de soros de pacientes e controles foram avaliadas dituidas 1/2. Controle Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexo maseuline e nfo transfundidos. Controle Positive: amostra de soro de individuo renal crénico
com 90 a 100 % de reatividade contra painel de linfécitos T, avaliado nao diluido, pela técnica de CDC.
Interpretacdo: 1- teste CELISA: foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram maiores que o valor de
corte (média das U.0., obtidas em comprimento de onda de 482nm, com o controle negativo mais 2 desvios padrbes).
2 testes de microlinfocitotoxicidade : foram consideradas positivas as amostras em que a percentagem de células
mottas foi maior que S0%,
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ANEXQO 3 (continuacéo)

Prova cruzada entre soro de pacientes renais cronicos e linfécitos de diferentes
doadores avaliada pelos métodos imunoenzimatico e de microlinfocitotoxicidade

Experimento | yymero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
7 identificacdo
das Amostras
cne CDC-AGH
0.0, interpretacdo | Interpretacéo Interpretacao
64 0,208 Negativo Negativo 1~ Negativo
65 0,142 Negativo Negativo Negativo
66 0,833 POSITIVO Negativo POSITIVO
67 0,480 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
68 0,199 Negativo Negativo Negativo
69 0,194 Negativo Negativo Negativo
70 0,208 Negativo Negativo Negativo
71 0,262 POSITIVO Negativo Negativo
Controle positivo 0,589 POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | (0 186 + 0,014 Negativo Negativo
Valor de corfe 0,214
E"pe";me““ Namero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
Identificacédo
das Amostras
cDC CDC-AGH
D.O. Interpretacdo | Interpretacdo Interpretagio
72 0.501 POSITIVO Negativo Negativo
73 0,258 _ | . Negativo Negativo Negativo
74 0,350 Negativo Negativo Negativo
75 0203 - | ~Negativo Negativo Negativo
76 0,338 POSITIVO Negative POSITIVO
77 0,258 Negativo Negativo Negativo
78 0,255 .Negativo Negativo Negativo
79 0,379 FOSITIVO Negativo Negativo
80 0,379 POSITIVO Negativo Negativo
Controle positive 0,469 POSITIVO POSITIVO
Controle negative | 0 267 + 0,010 Negativo Negativo
Valor de corte 0,287

* Testes de microlinfocitotoxicidade classico {CDC) e potencializado com antigamaglobulina humana (CDC-AGH)

** Nos 3 fipos de testes fodas amostras de soros de pacientes e coniroles foram avaliadas dilvidas 1/2. Controle Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexo masculine ¢ nao transfundides. Controle Positivo: amostra de sore de individue renal crnico
com 90 a 100 % de reatividade contra painel de linfécitos T, avaliado ndio diluido, pela técnica de CDC.

interpretacdo: 1- teste CELISA: foram consideradas positivas as amostras cujas médias das triplicatas foram maiores que ¢ valor de

corte {média das D.O., cblidas em comprimento de onda de 492nm, com ¢ controle negativo mais 2 desvios padrbes).
2- testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positivas as amostras e que a percentagem de células
mortas fol maior que 50%.
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ANEXO 3 (continuacgio)

Prova cruzada entre soro de pacientes renais crbnicos e linfocitos de diferentes
doadores avaliada pelos métodos imunoenzimatico e de microlinfocitotoxicidade

Expertmento | imero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
9 Identificagdo
das Amostras
coC CDC-AGH
D.0. Interpretagdo | [Interpretacio interpretagio
81 0,297 Negativo Negativo Negativo
82 0,756 POSITIVO Negativo POSITIVO
83 0,202 Negativo Negativo Negativo
84 0,360 POSITIVO Negativo Negativo
85 0,663 POSITIVO Negativo Negativo
86 0,221 Negativo Negativo Negativo
87 0,219 Negativo Negativo Negativo
Controfe positivo 0,572 POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | ) 318 + 0,01 Negativo Negativo
Valor de corte 0,338
Experimento | yumero de CELISA MICROLINFOCITOTOXICIDADE
10 Identificagéo
das Amostras
che CDC-AGH
0.0. interpretacdo | Interpretacdo | Interpretacio
88 0,237 Negativo Negativo Negativo
89 0,206 Negativo POSITIVO POSITIVO
a0 0,270 POSITIVO Negativo Negativo
91 0,230 Negativo Negativo Negativo
92 0,233 Negativo Negativo Negativo
93 0,217 Negativo Negativo Negativo
94 0,456 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
95 0,262 POSITIVO Negativo POSITIVO
96 0,221 Negativo Negativo Negativo
Controle positivo 0,421 POSITIVO POSITIVO
Controle negativo | 0 205 + 0.0165 Negativo Negativo
Valor de corte 0,238

* Testes de microlinfocitotoxicidade cléssico (CDC) e potencializado com antigamaglobuling humana (CDC-AGH)

" Nos 3 tipos de testes todas amostras de soros de pacientes e conlroles foram avaliadas diluldas 1/2. Controle Negativo: mistura de
soro de 20 individuos normais, do sexe masculino e ndo transfundidos, Cortrole Positivo: amostra de soro de individuo renal crénico
com €0 a 100 % de reatividade contra painel de linfocitos T, avaliade nio diluido, pela técnica de CDC.

interpretagdo: 1- feste CELI_SA: foram consideradas pesitivas as amostras cujas médias das triplicatas foram rmaiores que o valor de

corte (média das D.0., obtidas em comprimente de onda de 482nm, com o controle negativo mais 2 desvios padroes),
2- testes de microlinfocitotoxicidade: foram consideradas positivas as amostras em que a percentagem de células
mottas fof maior que S50%.
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