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RESUMO. As moléculas HLA (Human Leucocyte Antigens) sio consideradas,
principalmente, estruturas de superficie celular envolvidas em uma variedade de reagoes
imunes associadas com transplante, infec¢des e doencgas autoimunes. Os antigenos HLA
também podem ser encontrados, em forma solivel, no soro e em diferentes fluidos do
organismo humano. Este trabalho teve como objetivo desenvolver a técnica
imunoenzimitica (ELISA) para quantificar os niveis séricos de antigenos HLA classe I,
especificos e totais, em individuos normais e em pacientes renais. A técnica de ELISA foi
desenvolvida para demonstrar a presenga, no soro, de antigenos HLA classe I totais (sHLA-
I) e as especificidades HLA-A2 (sHLA-A2) e HLA-B7 (sHLA-B7). Oitenta e oito amostras
de soro foram envolvidas neste estudo, sendo 61 amostras provenientes de individuos sadios
cadastrados no Hemocentro Regional de Maringi, Estado do Parani, e 27 pacientes renais,
provenientes dos centros de didlise da cidade de Maringd, Estado do Parani. As
concentragdes médias de sHLA para as especificidades -A2 e -B7, detectadas somente em
individuos sadios, foram 504.06 ng mL' £ 14210 e 427.33 ng mL' * 140.73,
respectivamente. Resultados preliminares mostraram que sHLA-I, em individuos sadios, foi
de 253,77 ng mL"! e, em individuos renais em diilise, de 381,67 ng mL™". A técnica de
ELISA para deteccio de antigenos HLA soltveis podera ser 1til em estudos comparativos,
em diferentes populagdes saudiveis, diferentes patologias e no monitoramento das rejeigdes
em transplantes.

Palavras-chave: antigenos soltveis, HLA, ELISA.

ABSTRACT. Quantification of soluble HLA class I antigens by ELISA assay. HLA
(Human Leucocyte Antigens) molecules are regarded mainly as cell surface structures involved
in several immune reactions associated with transplants, infections and auto-immune
diseases. HLA antigens can be also found in soluble form in serum and in different fluids of
the human body. The aim of this work was to develop the immunoenzymatic assay
(ELISA) to quantify serum levels of specific and total soluble HLA class I antigens in
normal individuals and in kidney patients. ELISA assay was developed to demonstrate the
presence, in serum, of HLA-A2 (sHLA-A2), HLA-B7 (sHLA-B7) and total class I (sHLA-I)
antigens. Eighty-eight serum samples were involved in this study, 61 from healthy
individuals registered in the Regional Blood Center of the city of Maringd, Parand State,
and 27 kidney patients from dialysis centers of Maringi. The mean concentrations of
sHLA-A2 and sHLA-B7, in healthy individuals, were respectively, 504.06 ng mL™" + 142.10
and 427.33 ng mL™' £ 140.73. Preliminary results showed that SHLA-I in healthy individuals
was 253.77 ng mL!, and 381.67 ng mL™' in kidney dialysis patients. The ELISA assay could
be useful to detect soluble HLA antigens in comparative studies in different healthy
populations, in several pathologies and in monitoring rejection in transplantation.

Key words: soluble antigens, HLA, ELISA.

Introdugao

O Complexo Principal de Histocompatibilidade
(CPH ou MHC, do inglés, Major Histocompatibility
Complex) consiste em um conjunto de genes situado no
braco curto do cromossomo 6 humano. Muitos dos
genes do CPH
imunoldgicas. Em particular, o CPH contém um

estio envolvidos em fungdes

grupo de genes que codificam diversas proteinas que
sdo expressas na superficie de virios tipos celulares.
Nos seres humanos, tais moléculas sio conhecidas
como Antigenos Leucocitirios Humanos, ou sistema
HLA, do inglés Human Leucocyte Antigens (PEAKMAN;
VERGANI, 1999).

As moléculas do sistema HLA sio classificadas,
basicamente, em moléculas classe I (HLA-A, -Be -C) e
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classe II (HLA-DR, -DQ e -DP). Tais moléculas sio
glicoproteinas altamente polimérficas que diferem
entre si quanto 3 distribuigio em tecidos e fungdes. As
moléculas classe I estio presentes na superficie de todas
as c€lulas nucleadas do organismo. As moléculas classe
II ttm distribuicio celular mais restrita, estando
presentes na superficie de células que participam
diretamente da resposta imune, tais como macréfagos,
mondcitos, células dendriticas, células de Langerhans,
linfécitos B e linfécitos T ativados. Tanto as moléculas
classe 1 quanto as moléculas classe II participam da
resposta imune como apresentadoras de peptideos aos
receptores de superficie dos linfécitos T (PAMER,;
CRESSWELL, 1998).

Por estarem presentes em todas as células do
organismo, tais moléculas funcionam como
aloantigenos. Desta forma, o sistema HLA ¢
considerado um potente marcador de sobrevida em
transplantes, apresentando papel de destaque entre
os sistemas bioldgicos envolvidos no processo de
rejeicio (KRENSKY et al., 1990).

A presenca das moléculas HLA sob forma solavel
no soro (SHLA) foi detectada na década de 70 (VAN
ROOD et al., 1970; CHARTON; ZMIJEWSKI, 1970)
e demonstrado por Reisfeld et al. (1974) que tais
moléculas eram semelhantes, na sua composigao, as
moléculas HLA associadas a2 membrana, sendo
compostas por uma cadeia pesada polimérfica (cadeia a
codificada pelo MHC), associada nio-covalentemente
a Bo-microglobulina (Bom).

Mais tarde, foi verificado que virias formas de
cadeias pesadas de moléculas HLA classe I solaveis
(sHLA-I) associavam-se a [om, diferindo apenas

quanto ao peso molecular, entre elas, as cadeias de 44
kDa intactas, que circulam associadas a lipidios; cadeias
de 39 kDa que perderam sua porg¢io transmembrana e
sdo geradas possivelmente por um splicing alternativo ao
nivel de RNA; e cadeias de 37 e 35 kDa, que
representam produtos de quebra proteolitica das
cadeias pesadas de HLA classe I de 44 kDa celulares ou
séricas. Além disso, sio encontradas cadeias pesadas
livres de Bom, sem que se conhega, até 0 momento, sua

origem (celular ou sérica) e seu perfil molecular
(DOBBE et al., 1988).

Inicialmente, as aloespecificidades HLA classe 1
presentes no soro foram detectadas pela capacidade
do soro em inibir a citotoxicidade dependente de
complemento de aloantissoros anti-HLA contra
células-alvo especificas (BILING et al., 1977,
BORELLI et al., 1998).

Como a atividade inibitéria era baseada na
dilui¢io do soro que causava inibigio de 50% da
atividade citot6xica de uma dilui¢io do aloantissoro
anti-HLA selecionado (titulo pré-determinado) com
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células-alvo, os resultados destas quantificagdes eram
interpretados com extremo cuidado. O resultado era
influenciado pelas caracteristicas do aloantissoro
anti-HLA, pela interferéncia do fator
anticomplementar presente no soro testado e pela
concentra¢io do antigeno soltvel presente no soro.
No entanto, apesar da existéncia destes fatores,
houve a concordincia, entre os resultados
demonstrados, de que os niveis séricos do antigeno
HLA-A9 eram mais elevados em relagio as outras

aloespecificidades HLA  classe 1  analisadas
(BILLING et al., 1977; BORELLI, 1998).
Com a disponibilidade dos anticorpos

monoclonais tornou-se viivel o desenvolvimento da
reagio imunoenzimitica ELISA, tornando-se esta
metodologia mais precisa na quantificagio de
moléculas sSHLA no soro (RUSSO et al., 1987; WU
et al., 2002). O principio da reagio de ELISA se
baseia na ligagio de anticorpos monoclonais em
suportes s6lidos (placas de ELISA), denominados de
anticorpos de captura, os quais possibilitam a captura
de moléculas HLA provenientes do soro e outros
fluidos bioldgicos. A presenga da molécula HLA
capturada ¢ detectada pela adi¢do de um segundo
anticorpo marcado com uma enzima. A atividade
desta enzima € medida pela adi¢io de um substrato
apropriado. A intensidade da cor desenvolvida ¢
proporcional i concentracio das moléculas HLA
presentes nos fluidos biolégicos (McDONALD
etal., 1992).

O papel biolégico das moléculas sHLA nio esti
bem definido, no entanto, sua fung¢io parece estar
relacionada com situacdes imunomodulatérias como
infecgoes (MIGLIARESI et al,, 2000;
TABAYOYONG; ZAVAZAVA, 2007), processos
inflamatérios e episédios de rejeigdes em
transplantes (DE VITO-HAYNES et al, 1994,
INOSTROZA et al., 1997, BORELLI et al., 1999,
SMITH et al., 2000; ADAMASHVILI et al., 2005).

A detecgio de sHLA, em receptores
transplantados, requer a quantificagio dos diferentes
al6tipos sHLA nos doadores e receptores de érgios.
Os estudos nessa drea sio bastante limitados devido
a0 elevado polimorfismo destas moléculas. Davies
et al. (1989) foram os primeiros a demonstrar que,
em receptores de figado, os alétipos HLA-A2 e -B7
do doador eram detectados no soro do receptor
imediatamente apds o transplante e desapareciam
quando o figado era removido.

A rejei¢io aguda, em transplante de Orgios, ¢
caracterizada pela resposta imune do hospedeiro
contra o enxerto, levando a deterioragio da fungio
renal. Clinicamente, a rejei¢io se manifesta com
febre, dor local, elevagio do peso corporal. Em
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alguns casos, manifesta-se de forma silenciosa, sendo
diagnosticada pelo aumento dos niveis séricos de
creatinina e muitas vezes a rejeigdo aguda pode ser
diagnosticada somente através da bidpsia renal
(DAHAN et al., 20006).

A quantificagio das moléculas HLA no soro do
receptor, pelo método de ELISA, pode ser atil no
monitoramento pés-transplante de érgios, uma vez
que o Orgio enxertado, quando lesado, libera
moléculas sHLA da membrana dos tecidos para o
soro.. O estudo quantitativo dessas moléculas, nos
periodos pré e poés-transplante, pode ser utilizado
como método nio-invasivo no monitoramento dos
episédios de rejeicio.

Este trabalho teve como objetivo quantificar os
antigenos HLA soltveis especificos para -A2 (sHLA-
A2) e -B7 (sHLA-B7) no soro de individuos
normais ¢ antfigenos HLA soltveis classe I totais
(sHLA-I) no soro de individuos normais ¢ em
pacientes renais em hemodiilise.

Metodologia

Casuistica
Individuos saudaveis

As amostras de soro foram obtidas a partir do
sangue peritérico de 61 individuos saudiveis
cadastrados como doadores voluntirios de medula
6ssea no Hemocentro Regional de Maringi, Estado
do Parand (Figura 1).

‘ SOROS DE 88 INDIVIDUOS COM TIPAGEM HLA CONHECIDA ‘

!

16 positivos para o antigeno HLA-A2 (A2+)
10 negativos para A2 (A2 -)

15 positivos para o antigeno HLA-B7 (B7+)
10 negativos para B7 (B7-)

27 pacientes renais em hemodialise

10 individuos sadios

Figura 1. Amostras de soro.

Pacientes renais

As amostras de soro foram obtidas a partir do
sangue periférico de 27 pacientes renais (Figura 1), em
tratamento dialitico, provenientes de virios centros de
didlise da cidade de Maringi, Estado do Parani. No
Laboratério de Imunogenética da Universidade
Estadual de Maringi, as amostras de soro foram
separadas por centrifugacio a 1.500 rpm durante 10
min. Em seguida, o material foi aliquotado e
armazenado a -20°C. No momento do uso, as
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amostras  foram  descongeladas e  novamente
centrifugadas a 11.000 rpm durante 15 min. para

eliminagio de plaquetas.

Reagao de ELISA para detecgao de sHLA

A reacio de ELISA, especifica para a detecgio de
sHLA-I, foi
descrito por De Vito-Haynes et al. (1994), com
modificagdes. Placas de ELISA (NUNC™ Brand
Nalge International)
utilizadas para dispensar os anticorpos monoclonais
de captura, PA2.1 (2 pg mL"), ME-1 ¢ MB40.2 (2
pug mL7") e w6/32 (5 ug mL"), para a detecgao dos
antigenos soluveis -A2, -B7 e classe I totais,

antigenos desenvolvida conforme

Products, Nunc foram

respectivamente. As amostras de soro foram diluidas
em solugio salina fosfatada (PBS) acrescida de 0,05%
de Tween 20 e 0,5% de albumina sérica bovina
(PBS-T/BSA). As amostras de soro assim diluidas
foram incubadas por 60 min. a 22°C. As moléculas
sHLA foram detectadas por meio do soro de coelho
anti-Bo microglobulina humana (Accurate Chemical

& Scientific Corp., Westbury, NY, USA), seguida da
adi¢io do segundo anticorpo marcado com a enzima
peroxidase (soro de carneiro anti-B» microglobulina

de coelho (Biosource, Camarillo, Ca, USA). Apéds
lavagens das placas de ELISA, o substrato ABTS
(2,27~ diazino do écido etilbenzotiazolino sulfénico
— Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) ¢ H,0,
foram adicionados e a cor desenvolvida foi lida a 405
ELISA (FL600 Microplate
Fluorescence Reader, Bio-Teck) apés 30 min. a
22°C. A curva-padrio foi obtida pela dilui¢io seriada
do antigeno solavel padrio sB7 (HIRAKI et al,
1994). Para o cilculo das concentracoes de sHLA foi
utilizado o programa Sigma Plot software.

nm em leitor de

Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais utilizados no
desenvolvimento da reagio de ELISA para a detec¢io
de sHLA-A2, sHLA-B7 e sHLA-I encontram-se na

Tabela 1.

Tabela 1. Anticorpos monoclonais de captura e suas
especificidades HLA.

Anticorpos monoclonais Especificidades

ME1 HLA-B7, 27, 22
MB40.2 HLA-B7, 40
PA2.1 HLA-A2, 28
W6/32 HLA CLASSE

Resultados e discussao

A presenga de sHLA-I no soro foi descrita hd mais
de 30 anos (VAN ROOD et al., 1970; CHARTON;
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ZMIJEWSKI, 1970). Nestes estudos, os autores
sugeriram a possibilidade de sHLA-I representar algum
papel na modulagio da resposta imune, no entanto, nos
anos seguintes, as pesquisas voltaram-se para sua
utilizagio na tipagem HLA, no desenvolvimento de
xenoantissoros anti-HLA e nos estudos estruturais
destas moléculas.

Neste trabalho, utilizando-se a técnica de ELISA,
pudemos demonstrar a presenga das moléculas
sHLA-A2, sHLA-B7 e sHLA-I no soro.

Conforme demonstrado na Tabela 2, o valor
minimo detectado de sHLA-A2 no soro, utilizando-
se o anticorpo monoclonal de captura PA2.1, foi de
300 ng mL™", o miximo, de 835 ng mL", sendo o
valor médio da concentragio de 504,06 ng mL™
+ 142,10. Estes resultados corroboram com o estudo
realizado por De Vito-Haynes et al. (1994) que
utilizaram a combina¢io de anticorpos monoclonais
CR11-351 ¢ MA2.1 na captura do antigeno -A2.
Ficou demonstrado, neste trabalho, que, na auséncia
dos anticorpos CR11-351 ¢ MA2.1, o anticorpo
PA2.1 também poderd ser utilizado na reagio de
ELISA para a detecgio da especificidade -A2 solavel.

Em relagio 2 concentragio do antigeno sHLA-
B7, o valor médio encontrado foi de 427,33 ng mL"'
+ 140,73. A concentragio minima foi de 155 ng mL!
e a mixima, de 675 ng mL™" (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragio de sHLA-A2, sHLA-B7 (média e
desvio-padrio) em individuos normais com tipagem HLA
positiva para HLA-A2 e HLA-B7.

sHLA- n NgmL' +dp amplitude
A2* 16 504,06 £ 142,1 300-835
A2~ 10 57442 0-12
B7* 15 427,33 £ 140,73 155-675
B7~ 10 nd nd

nd (nio-detectado).

O soro dos individuos que nio apresentavam o
antigeno -A2 em suas tipagens HLA apresentaram
reatividade cruzada minima com o anticorpo de
captura PA2.1 e nenhuma reatividade foi observada
no soro de individuos negativos para o antigeno -B7.
As reacdes minimas observadas no soro de
individuos negativos para o antigeno -A2 pode ser
pelas reagdes cruzadas com outros antigenos HLA
como o antigeno -A28 (WAYS; PARHAN, 1983).

Os niveis séricos de sHLA-I encontrados em
individuos sadios foi de 253,77 ng mL' e, em
individuos renais, em diilise, de 381,67 ng mL"’
(Tabela 3).

Alguns trabalhos tém demonstrado que os niveis
séricos de sHLA-I encontram-se elevados no decorrer
dos episddios de rejeigio em transplante alogénicos de
orgios e durante a doenga do enxerto contra o
hospedeiro, nos casos de transplante de medula Gssea

Boian et al.

(TSUJI et al., 1985; PUPPO et al., 1994; LIEM et al,
1997). Como os niveis de sHLA totais encontram-se
elevados no soro dos receptores (durante os periodos de
rejeigdo), ficou evidenciado que este aumento poderia
ser proveniente das aloespecificidades sHLA-I
provenientes do doador. As correlagbes de aumento de
sHLA e rejei¢ao foram demonstradas em transplantes de
figado (TILG et al,, 1992), rim (BORELLI et al., 1999) e
coragio (TABAYOYONG; ZAVAZAVA, 2006).

Tabela 3. Concentragio de sHLA-I (média e desvio-padrio) em
individuos sadios e pacientes renais em hemodiilise.

sHLA-I n ngmL" +dp amplitude
Sadios 10 253,77 £ 154,07 80-582
Renais 27 381,67 £ 152,21 80-447
Conclusao

Pela utilizagdo da rea¢io de ELISA, pudemos
demonstrar no soro a presenga das moléculas sHLA-
A2, sHLA-B7 e sHLA-I.

Ficou demonstrado que o anticorpo monoclonal
PA2.1 também pode ser utilizado na captura do
antigeno  sHLA-A2, além dos  anticorpos
monoclonais ji descritos na literatura, CR11-351 ¢
MA2.1.

A detec¢io precoce de antigenos sHLA doador
especifico, sHLA-A2 e¢/ou sHLA-B7, no receptor
com tipagem HLA  negativa para  estas
especificidades, pode vir a ser uma valiosa alternativa
para a monitorizagio da rejei¢io em transplantes
renais sem a necessidade de bidpsia.

Conhecendo-se os niveis séricos de sHLA-A2,
sHLA-B7 e sHLA-I em individuos saudiveis, a
detecgio quantitativa destas moléculas poderd ser
atil em estudos comparativos, entre diferentes
grupos étnicos e em diferentes situagdes patoldgicas.
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