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DETERMINACAC DA CLASSE DE IMUNOGLOBULINA DE ANTICORPOS
LINFOCITOTOXICOS EM CANDIDADOS A TRANSPLANTE RENAL

MARIA DAS GRACAS LIMA COELHO*

A classe de imunoglobulina de anticorpos linfoci
totdOxicos (ACL) foli determinada em 53 amostras de soros pro
venientes de 49 pacientes candidatos a transplanﬁe renal po
tencialmente sensibilizadoscontra os antigenos do sistema
HLA. Inicialmente essas amostras foram testados frente a um
painel de linfocitos (PRA), em seguida tratadas com dithio
threitol (DTT) de acordo com o padrdo de reatividade apre
sentado e retestradas apos tramento. Foi observado uma per
da de 6% de reatividade contra o painel, enquanto que 94%
dos soros apresentaram reatividade, demonstrando que a maio
ria dos anticorpos pertenciam a classe IgG. Na populacio
por nos estudada, provavelmente em decorrencia de transfu
sdes repetidas, a frequéncia de anticorpos da classe IgM foi

inferior aquela descrita na literatura internacional.

¥ Farmaceutica-Bioquimica, aluna do Curso de Especializacao
om Hematologia o Nemoterapia.
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I - INTRODUCAO

Os anticorpos linfocitotdéxicos anti-HLA (ACL) sao
anticorpos gue surgem como consequéncia de uma aloimuniza
cio. Esses aloanticorpos aparecem essencialmente em trés ca
tegorias de individuos: os politransfundidos, com sensibili
zagio por antigenos leucocitdrios e plaquetarios do doador;
as mulheres gravidas, com sensibilizac¢do da mae por antige
nos fetais herdados do pai e os transplantados com rejeigdo
prévia do enxerto por antigenos de histocompatibilidade, co
mo por exemplo, do rim do doador. (14, 16, 20, 32, 34, 35,
36)

A imunizacdo contra os antigenos HLA depende de
varios fatores, entre os quais, os mais importantes séo a
periodicidade e a repeticao da estimulacao, a qualidade do
componente hemoterapico transfundido (leucdcitos, plagquetas
etc) e a frequéncia do antigeno HLA em uma dada populagdo.
(16, 32) )

A resposta humonal ocorre geralmente a partir do
momento em gue ndo existe compatibilidade HLA entre o recep
tor e doador (16). Esta resposta pode levar a aparigcao de
anticorpos linfocitotdxicos no soro dos pacientes candida
tos a trnasplante renal e consequentemente, OS mesmos _ se
rio excluidos do transplante, pois esses anticorpos gquando
dirigidos contra os linfdcitos do doador, especialmente os
linfécitos T, sdo responsaveis pelas rejeicdes hiperagudas
ou aceleradas. Essas imunoglobulinas sao na maioria das ve
zes, da classe IgG, mas em alguns c<asos podem também ser da

classe IgM. (1, 14, 18, 34, 36).

Antes da realizagdo de um transplante renal sao
efetuados testes de selecao imunoldgica do receptor e do do

ador como: tipagem ABO, tipagem soroldgica dos antigenos HLA
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de classe I (A, B e C} e classe II (Dr) e provas cruzadas.
(35)

Em transplantes renais intervivos e com rim de ca
daver, indicam-se usualmente provas cruzadas peridodicas
("screening”) contra linfdcitos de varios individuos nor
mais, © gue se conhece como painel de linfocitos (PRA) e pro
vas cruzadas ("crossmatches") algumas horas antes do transg
plante com linfécitos totais ou subpopulacdes linfocitarias

do docador. ({8, 19, 35)

Ao contrario do gue vem ocorrendc com a tipagem
HLA, cuja importancia prognésti% em transplante renal vem
sendo questionada por muitos, desde o advento da ciclospori-
na A, a utilizacao de técnicas de "crosmatches" atestam bem
o valor deste exame, indicador unico da evolucao imediata
do transplante renal, ou seja, quando positivcypressupaezp:g
senca de anticorpos formados no receptor contra antigenos
de histocompatibilidade do doador, enquanto um "crossmatch"

negativo indicaria eXateme:nie o contrario. (5, 13, 18, 24,

35}

Outro fator que pode ser importante neste contex
to & a natureza do anticorpo responsavel pelo "crossmatch"
positivo. Assim se o anticorpo for da classe IgM a evolugao
do transplante renal tende a ser boa, ao passo que se for
I1gG tende a ser md, pois tem sido demonstrado que oS anti
corpos 1gM ndc sdo anticorpos perigosos, o que permite uma

evolucgic satisfatdéria do enxerto. (1, 7, 18, 31, 35)

A distincio dos anticorpos de classe IgG dos de
classe IgM foi inicialmente estudada por Deutsch e Morton
em 1957 (26, 29) com utilizacao do 2-Mercaptoetanol (2-ME)
que inativava a molcécula de IgM através da clivagem das
pontes de sulfcto, dividindo a molécula em subunidades de

19s para 7s. Este rcagente porém nao foi bem aceito por di
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.. versos centros em tode o mundo. (21, 25, 26, 29%)

Em meados de 1954, Cleland (10) em spbstituicéo
ao 2-ME introduziu como agente dissulfidrice redutor o Di
thiothreitol (1,4 dimercapto 2,3 butanodiol) comumente cha
mado de DTT, proporcionando assim um método mais simples,ra
pido, inodoro e menos irritante que o 2-ME (6, 21, 25, 26,

29)

0 presente estudo teve como objetivo determinar a
classe de imunoglobulina de anticorpos linfocitotdxicos nos
soros de pacientes portadores de insuficiéncia renal croni
ca que apresentaram reatividade frente ao painel de linfoci
tos. O conhecimento da natureza e especificidade desses an
ticorpos é da maior relevancia para a sobrevivda dos trans

plantes renais.
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II - MATERIAL E METODOS

Em um estudo anterior foram analisados 947 amos
tras de soros provenientes de 244 pacientes portadores de
insuficiéncia renal cronica (IRC) candidatos a transp¢lante
renal. Este estudo teve como objetivo verificar o padrao de
sensibilizacido anti-IILA dos candidatos a transplante renal
segundo o nimero de soros testados por pacientes: 87 paci
entes apresentaram apenas 1 soro; 42 pacientes apresentaram

2 soros e 115 pacientes apresentaram 3 ou mais sores (33).

As amostras de soros forma obtidas de 10 a 15
dias apds cada tranfusao e armazenadas a -20°C. No momento
da analise, os soros foram descongelados, procedendo-se en
tdo a pesquisa de anticorpos linfocitotdéxicos anti-HLA, uti
lizando-se a técncia de microlinfocitotoxicidade, descrita

pela primeira vez em 1964 por Terasaki. (3, 22)

Apb6s a analise dos soros, os pacientes ficaram
divididos nos seis padroes de sensibilizacéo observados
frente ac painel d&élinfécitos. Padrao (+) - pacientes sen
sibilizados; padrao (-+) pacientes que inicialmente nao eram
sensibilizados e que em seguida se sensibilizaram; padrao
(+~) pacientes sensibilizados que em seguida perderam a sen
sibilizacdo; Padrao {-+-) pacientes que inicialmente nao
eram sensibilizados, sensibilizaram-se e em seguida perde
ram a sensibilizag¢do; padrao (+-+) pacientes que inicialmen
te eram sensibilizados, perderam a sensibilizacao e em se
guida se sensibilizaram; padrao (-) pacientes nao sensibili

zados.

Como mostra a tabela I, 66 pacientes apresentaram

o padrdao {(+), 25 o padré@o (-+), 05 o padrao (+-), 18 © pa
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drao (-t-), 10 o padrao (+-+) e 120 pacientes apresentaram
o padrao (-), ou seja, ndo apresentaram reatividade contra

o painel de linfocitos.

Para o presente estudo desses 947 soros foram se

lecionados 53, provenientes de 49 pacientes distribuidos por
diferentes padroes, segundo a tabela II: 11 soros pertenci
am ao padrac (+); 16 ao padrao (-+); 5 ao padraoc (+-); 8 ao
padrao (-+-) e 9 soros pertenciam ao padrdo (+-+). Os soros
pertencentes ao padrao (-) e os demais soros gue nao apre
sentaram reatividade contra o painel de linfécitos foram ex

cluidos desse estudo.

»

L
Em seguida usando atécnica de Profsky e Rosner

(29) esses soros foram tratados comDTT, afim de determinar
a classe de imunoglobulina resposnavel pela reatividade con

tra o painel.

A solugdo de DTT 50mM (0,007715g + 1ml de RPMI)
foi preparada e estocada em aliquotas de 10 microlitros
(ML) a ~20°C. No momento do tratamento foi adicionado ioy1l
de DTT a 90*1 de soro de cada paciente e incubado a 37OC;xn:
30 minutos. O controle, soro sem DTT, foi simultaneamente

incubado.

Utilizando-se microseringas de Hamilton de SOA{ 1
foram adicionados a microplacas de Terasaki 1&1 em triplica

ta, do soro tratado com DTT e do controle.

Cada microplaca recebeu posteriormetne as células
de um painel de linfécitos (PRA), constituido de 38 células
selecionadas de cspecificidade conhecida, onde 90% dos anti
genos HLA estdo representados. Esse painel de linfécitos

foi o mesmo utilizado no cestudo anterior.

As microplacas foram incubadas a temperatura am
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biente por 30 minutos. A seguir foram adicionados 5yl de

complemento a cada escavacao da placa e novamente incubadas
por uma hora. Apds este periodo foram acrescent;ﬁos 3“} de
solucdo de eosina a 5% e apds seis minutos, 641 de formol a
30% em cada orificio. gﬁ seguida as microplacas foram guar
dadas a 4°C e a leitura realizada apés 24 horas em microscd

pio de contraste de fase.

A percentagem de células mortas, ou seja, as célu
las que sofreram lise celular refletem a intensidade da rea
cao, tendo sido utilizado o seguinte score: 0-20% negati
vo; 21 a 50% ++; 51 a 80% +++; 814100 +4+4, Foram
consideradas positivas apenas as recadoes com mais de 50% de
mortalidade. (+++ e ++++)

Todos os tetes foram realizados no laboratorio de
Histocompatibilidade e Imunologia de Transplantes do Centro
de Pesquisas em Doengas Hepato-Renais localizado no Centro
de Hematologia e Hematerpia do Ceara (HEMOCE).




)

)

)

)

IR LR XK )

)

)

2 IR IR IR 8 IR ) )

)

J

L )

) )Y ) )

)

08
T'ABELA I
PADRAO DE SENSIBILIZACAO ANTI-HLA EM 244 CANDIDATOS
A TRANSPLANTE RENAL SEGUNDO O NOUMERO-
DE SOROS TESTADOS POR PACIENTE
PADROES
- | + |-+ |+— |—4+—|+—+ | ToTAL
1 51 36 - - = = 87
(59) (41)
2 24 06 09 3 - - 42
{57) (14) (22) (7)
45 24 16 02 18 10 115
= 3 {39) {(21) (14) (2) (15} (9)
e 120 66 25 05 18 10 244
(49) {(27) (10} (2) (8) (4) (100}

Obs.: 0S5 VALORES ENTRE PARENTESES REPRESENTAM AS PERCENTAGENS
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TABELA II

DISTRIBUICAO DOS 49 PACIENTES SELECIONADOS POR
DIFERENTES PADROES, SEGUNDO O NOMERO
DE SOROS TESTADOS POR PACIENTES

09

PADRDES
o o + | =+ |+ = == |+—+
. SOR0OS
1 6 - - - - 6
(100}
5 3 2 3 g
(37) {(26) {(37)
- 3 2 14 2 8 9 35
” (6) (40) (6) (23) (25)
TOTAL 11 16 5 8 9 49
(22) (33) (10) (16) (19) (100)

Obs.: 0S VALORES ENTRE PAREENTESES REPRESENTAM AS PERCENTAGENS.
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IIT - RESULTADOS

Apds as 53 amostras de soros terem sido tratadas
com DTIT e retestadas contra o painel de linfocitos, nossos
resultados mostraram que em apenas 3 (6%) dos soros, a rea
tividade foi completamente inibida contra o painel de linfd
citos, demonstrando a presenga de anticorpos da classe IgM.
No entanto,a maior percentagem de anticorpos (94%), presen
tes nos soros, foram os da classe IgG, que reagiram guando
retestados contra o painel da seguinte maneira: 47 (88%) dos
S0ros permancceram com a mesma reatividade verificada antes
do tratamento com DIT e 3 (6%) dos soros exibiram aumento
da reatividade. Lstao expressos na tabela III e na figura 1

05 resultados acima citados.

Como se pode observar na Tabela IV e na Figura 2,
0s soros sensivels ao DTT pertenciam a pacientes gque se sﬁg
meteram a menos de 10 transfusdes, representando 6% do to
tal de pacientes, e que a frequéncia de sensibilizagdo por
anticorpos da classe IgG aumenta de acordo cm © namero de
transfusdes sanguineas.

A Tabela V e¢ Figura 3 demonstram gue os anticor
pos sensiveis ao DTT (Ac. IgM) foram detectados naqueles so
ros que aprecscntaram antes do tratamento com DTT, percentu

ais entre 25-75% de recatividade contra as células do painel.
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TABELA I1III

REATIVIDADE OBSERVADA NAS AMOSTRAS DE SORO
CONTRA O PAINEL DE LINFOCITOS AP(OS
TRATAMENTO COM DTT

REATIVIDADE N@ DE SOROS %
PERMANECEU 47 (IgG) 88
INIBIDA 3 (IgM) ' 6
PR RN 6
TOTAL - 53 100

Obs.: 0S VALORES ENTRE PARENTESES REPRESENTAM
AS PERCENTAGENS.

11
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FIGURA 1

INCIDENCIA DE IMUNOGLOBULINA DE CLASSE IgG E
CLASSE IgM NAS 53 AMOSTRAS
DE SORO ESTUDADAS
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TABELA IV

FREQUENCIA DE ANTICORPOS SENSIVEIS E NAO SENSIVEIS
AO DTT, NOS CANDIDATOS A TRANSPLANTE
RENAL, SEGUNDO O NOMERO DE TRANSFUSOES

pTT
g; SENSTVEL NAO SENSIVEL TOTAL
TRANSFUSOES
& 10 3 (6) 11 (23) 14 (29)
10 - 20 - 18 (37) 18 (37)
= 20 = 17 (34 | 17 (34)
TOTAL 3 (6} 46 (94) 49 (100}

Obs.: OS5 VALORES ENTRE PARENTESES REPRESENTAM AS PERCENTAGENS.




FIGURA 2 14

PERCENTUAL DE PACIENTES SENSIVEIS E NAO
SENSIVEIS AO DTT, SEGUNDO O
NOMERO DE TRANSFUSOES
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TABELA V

DISTRIBUICAO DAS 53 AMOSTRAS DE SOROS, SEGUNDO
O PERCENTUAL DE REATIVIDADE APRESENTADO FRENTE
A0 PAINEL DE LINFOCITOS ANTES DO
TRATAMENTO COM DTT

DTT
SENSTVEL NAO SENSIVEL TOTAL

%
< 10 - 13 (24) 13 (24)
10 - 20 - 16 (30) 16 (30)
25 - 50 2 (4) 6 (11) 8 (15)
50 - 75 1 (2) 4 ( 8) 5 (10)
> 75 - 11 (21) 11 (21)
TOTAL 3 (6) 50 (94) 53 (100)

Obs.: 0S VALORES ENTRE PARENTESES REPRESENTAM AS PERCENTAGENS.



FIGURA 3 16

- PERCENTUALS DE REATIVIDADE APRESENTADOS PELAS 53
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IV - DISCUSSAO

Estudos anteriores (18, 19, 30) relataram que nos
individuos candidatos a transplante renal existia uma maior
frequéncia de sensibilizacdo por anticorpos de classe IgG e
os anticorpos de classe IgM eram encontrados principalmente
no soro daqueles pacientes menos transfundidos, idosos e que
apresentavam lupds eritematoso sistémico. Analisando nossos
resultados, observamos gque 94% dos soros nao perderam  sua
reatividade quando tratados com DTT, o que demonstrou que a
maioria dos pacientes estavam sensibilizados por antlicorpos
da classe IgG. A percentagem de anticorpos da classe IgM 6%,
encontrada na populag¢do por nds estudada, provavelmente em
decorréncia de transfusces repetidas foi inferior aquelas
descritas por Terasaki (18), T. Rudy (31) e kalil (19) .-

26%; 9,5%; 25%, respectivamente.

Em nossa investigagao foi verificado que 6% dos
soros, apds tratamento com DTT exibiram aumento-da reativi
dade frente ao painel de linfocitos, achaao semelhante ao
de Kalil em 1989 (19). Ainda nao estd bem definida e expli
cada a razao desta ocorréncia. Postula-se que tal efeito
ocorre porque durante o tratamento com o DTT, O mesmo age
a nivel de membrana celular expondo melhor os antigenos de
histocompatibilidade que algumas vezes ndo estdo bem expres

sos na membrana linfocitdria, levando a um aumento da reati

vidade. (31) o

A literatura mostrou (7, 18, 31) gue a maior fre
quéncia de rejeicido hiperaguda do enxerto & devido aos anti
corpos linfocitotdxicos da classe IgG presentes no soro do
receptor e dirigidos contra os antigenos de histocompatibi
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lidade do doador. Esses anticorpos anti~HLA sempre levam a
um resultado de "crossmatch” positvo", sendo uma forte con
tra-indicagdo para o transplante. Porém quando a sensibili
zagdo @ devido a anticorpos linfocitotdxicos da classe IgM,
mesmo apds “"crossmatch™ positivo o transplante pode ser fei
to com seguranga, pois tem sido demonstrado serem  anticor

pos indcuos.

Terasaki em 1988 (18) relatou treze casos de
transplante de rim realizados com sucesso apds “crossmatch"
positiveo contra linfécitos T do dodador, devido a  anticor
pos da classe IgM.

s anticorpos da classe IgM si3o considerados por
muitos autores como inofensivos, porgque na maioria das ve
zes eles reagem inespecificamente com varios antigenos,atra
vés de reacdes cruzadas, dando reacdes positivas mas que ra

ramente sdo contra os antigenos HLA de classe I. (7)

Visto isso, deduzimos gque & de extrema importan
cia tomar conhecimento tanto da classe de imunoglobulina,
responsavel pela sensibilizac¢ao do paciente como de sua es
pecificidade. Informagdes como estas dardc uma conotagao di
ferente na interpretacao do "corssmatch" positivo, indo in
fluenciar definitivamente no sucesso do transplante daque
les pacientes que antes estavam relegados de serem trans

platados.
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V - CONCLUSAO

Foi determinada a classe de imunoglobulina de an
ticorpos linfocitotdoxicos em 53 amostras de soros pertencen
tes a 49 pacientes candidatos a transplante renal e que apre
sentaram reatividade contra o painel de linfécitos. A fre
quéncia de sensibilizacao por anticorpos da classe IgG en
contrada foi de 94%, enquanto que a da classe IgM foi de 6%.
Concluimos que a maioria dos pacientes estavam sensibili
zados por anticorpos da classe IgG enquanto que uma peguena
parte estavam sensibilizados por anticorpos da classe IgM.

Apesar da pequena percentagem de anticorpos da
classe IgM na populacdao em dialise, o conhecimento desse
percentual em nosso servigo foi impreptante pois mesmo apbs
resultado do teste "crossmatch" po;itivo, esses pacientes
poderdo ser encaminhados para submeter-se ao transplante.’

Porém para se obter pleno sucesso do transplante
renal nos pacientes gque apresentaram sensibilizag¢do por an
ticorpos da classe IgM, nao € suficiente apenas a constata
¢ci0 da classe de imunoglobulina responsavel pela sensibili
zagdo, carcce que o imunologista tente informar também a es
pecificidade destes anticorpos, ou seja, determine os antige

nos contra os quais cstao direcionados.
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V1l - SUMMARY

The immunoglobulin nature of lymphocitotoxic anti
bodies (ACL) was performed in 53 sera samples from 49 pa
tients potentially sensitized agains HLA antigens wailting
kidney transplant. Initially these samples were tested
against a selecte panel of lymphocytes (PRA) and tested
again, after treatment. A loss of 6% of reactivity was obser
ved; as 94% of the sera showed reactivity demonstrating that
the majority of the antidobies are of IgG nature. In this
population the frequency of IgM antibodies is lower than
that described in the international literatura probably due

to the fact of freguent blood transfusions.
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