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HLA solúvel (HLAs) encontra-se aumentado em pacientes com vários tipos de infecções, e na rejeição de transplantes. Estudamos 39 amostras de soro de pacientes renais transplantados no HUPE e indivíduos normais. A tipagem HLA foi realizada por citotoxicidade e a dosagem sérica de HLAs por ELISA. Nos indivíduos A9, as concentrações de HLAs foram significativamente maiores. Comparando as concentrações relativas de HLAs nos períodos pré e pós-transplante foi detectada diferença significativa entre 4 semanas pós-transplante e controles. Analisando a função renal do indivíduo e a concentração sérica relativa de HLAs, pacientes em programa de hemodiálise crônica apresentaram HLAs mais elevado. A dosagem de HLAs pode vir a ser um bom método de acompanhamento da evolução dos transplantes renais.
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Introduçãotc "Introdução"
O Complexo Principal de Histocompatibilidade é constituído por um grupo de genes intimamente ligados, encontrado em todos os mamíferos até hoje estudados. Esses genes codificam a síntese de glicoproteínas de superfície celular expressas por diferentes tipos celulares, e a participação de tais genes e seus produtos em vários processos de resposta imunológica é hoje amplamente documentada. No homem, tal complexo localiza-se no braço curto do cromossoma 6 e denomina-se COMPLEXO HLA.1
Os genes HLA classificam-se em classe I, classe II e classe III, com base no tipo de produto protéico que codificam sua função e distribuição tecidual ou sérica. Os genes HLA de classe I estão distribuídos em três “loci” principais: HLA-A, B e C, codificando as moléculas de classe I, heterodímeros transmembrana presentes em todas as células do organismo. Os genes HLA de classe II ocupam uma ampla região, outrora conhecida como HLA-D, com três sub-regiões principais: HLA-DR, DQ e DP, cada uma com pelo menos 2 loci principais, que codificam heterodímeros transmembrana com distribuição mais restrita, principalmente em células imunocompetentes. Os genes HLA de classe III incluem, entre tantos outros, aqueles que codificam produtos solúveis tais como algumas subunidades do complemento, fator de necrose tumoral e proteínas de choque térmico.2
No final da década de 70 foi demonstrada a existência de moléculas HLA livres no soro, plasma, fluidos corporais, dialisados peritoneais e urina.3 Assim como a forma associada à membrana, as moléculas HLA classe I séricas (HLAs-I) são compostas por uma cadeia pesada polimórfica, associada não covalentemente à 2-microglobulina (2m). Várias formas de cadeias pesadas de HLAs-I associam-se à 2m, diferindo apenas quanto ao peso molecular. Entre elas: cadeias de 44 kDa intactas, que circulam associadas a lipídios; cadeias de 39 kDa que perderam sua porção transmembrana e são geradas possivelmente por um ”splicing” alternativo a nível de RNA; e cadeias de 37 e 35 kDa, que representam produtos de quebra proteolítica das cadeias pesadas de HLA classe I de 44 kDa celulares ou séricas. Além disso, são encontradas cadeias pesadas livres de 2-m, sem que se conheça entretanto sua origem (celular ou sérica) ou seu perfil molecular.4
Desde os primeiros estudos de determinação dos níveis séricos de HLAs-I no soro humano normal foi determinado que todas as especificidades classe I conhecidas são expressas em diferentes níveis séricos, e que HLA-A9 (ou seus subtipos A23 e A24) é a que apresenta maior nível. 5 Através de estudos, primeiramente por inibição de citotoxicidade dependente de complemento e, posteriormente, por ELISA, alguns autores, mais recentemente, demonstraram que moléculas HLA classe II solúveis podem ser também encontradas livres no soro humano normal, e que diferentes especificidades HLA apresentam diferentes níveis séricos, embora possam se manter constantes ao longo do tempo. 6,7 Adamashvili e cols.8 verificaram que à exceção de A23 e A24, poderia haver uma variação dos níveis séricos de HLAs-I entre as raças. Estudando negros e brancos americanos encontraram altos níveis de HLA-A33 em negros, enquanto HLA-A29 estava muito aumentado no soro de indivíduos brancos.8
Entre os vários fenômenos biológicos, nos quais o complexo HLA está diretamente implicado, encontram-se a compatibilidade para transplantes de órgãos 9 e as associações com diversas doenças. 10 Na área de transplantes, dois aspectos assumem capital importância: a compatibilidade HLA, que traduz-se pelo “número de coincidências” de antígenos do doador e do receptor e tem influência capital na sobrevida do órgão transplantado, 11 e a existência de anticorpos pré-formados no soro do receptor, à época do transplante, dirigidos contra antígenos HLA específicos do doador. A presença desses anticorpos em algumas situações pode determinar a falência imediata e irreversível do enxerto. 12
Desde a descrição do complexo, inúmeras foram as doenças estudadas e relacionadas ao HLA. A primeira doença estudada, e talvez a associação HLA-Doença mais marcante até hoje documentada, foi a da Espondilite Anquilosante com HLA-B27.13 Outras como Artrite Reumatóide com HLA-DR4, Diabetes Melitus insulino-dependente com HLA-DR3 e Hanseníase com HLA-DR7, HLA-DR2, HLA-DQ1 foram também demonstradas. 10,14 Tais estudos sempre empregaram técnicas de detecção de produtos HLA de superfície celular - a técnica de microlinfocitotoxicidade dependente de complemento. 15
Os antígenos HLA na forma solúvel já foram documentados em níveis elevados em pacientes com vários tipos de infecções, assim como em receptores de transplante. 16,17 Por esse motivo, realizamos o presente trabalho visando estabelecer os níveis séricos de HLAs-I numa população normal, com o objetivo de padronizar a técnica para posterior aplicação clínica em transplantes e doenças em nosso hospital. Além disso, estudamos a variação dos níveis séricos de HLAs-I em um pequeno grupo de pacientes transplantados, em diferentes tempos pós-transplante, correlacionando com a evolução clínica do enxerto.
Material e Métodostc "Material e Métodos"
Amostras

Foram utilizadas 39 amostras de soro divididas em dois grupos. O primeiro grupo, chamado de controle, era formado por 16 indivíduos sadios, sendo 10 brancos, 4 mestiços e 2 negros. O segundo grupo era formado por 5 pacientes renais crônicos (2 brancos, 1 mestiço, 2 negros) que foram submetidos a transplante renal no Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Foram coletadas 5 amostras de soro de cada paciente, sendo a primeira imediatamente antes do transplante, e as seguintes após a primeira, segunda, terceira e quarta semanas pós-transplante.

Todos os indivíduos estudados foram tipados para HLA classe I de superfície celular, e a dosagem de HLAs determinada em todas as amostas de soro coletadas.

De cada indivíduo estudado foram ainda determinadas as dosagens de uréia e creatinina, sendo que nos pacientes as dosagens foram realizadas em todas as amostras semanais. De acordo com os níveis séricos de creatinina e com a avaliação clínica, a evolução dos pacientes foi classificada em: 1 - Função renal preservada, 2 - Função renal alterada, 3 - Em programa de hemodiálise crônica, e 4 - Rejeição do enxerto.

Tipagem HLA

As tipagens sorológicas HLA classe I de todos os indivíduos foram realizadas pelo método de microlinfocitotoxicidade dependente de complemento,15 com placas comerciais pré-montadas (Biotest AG, Germany ou One Lambda Inc., USA).

Dosagem de HLAs

Para determinação da concentração sérica dos níveis de HLAs-I foi utilizada metodologia de ELISA, com kit sHLA-STAT Class I (SangStat Medical Corporation - CA - USA). O padrão utilizado foi o HLA-B7 solúvel.

Diferentes concentrações de padrão, assim como as amostras, foram dispostas em duplicata na placa de Elisa já contendo anticorpo monoclonal anti-classe I monomórfico imobilizado em fase sólida (anticorpo de captura). O detector utilizado foi um antisoro policlonal anti-2 microglobulina conjugado à peroxidase (revelador). Após adição do substrato (dicloridrato de ortofenilenodiamina), as leituras foram realizadas em espectrofotômetro, em 492 nm.

Estatística

Os resultados foram testados quanto à diferença entre os grupos e subgrupos em programa STATGRAPH, utilizando os testes de Análise de Variança e de Regressão Exponencial.

Resultadostc "Resultados"
Os valores médios da absorbância (média de 2 valores) das diferentes concentrações do padrão foram plotados em um gráfico semilog em curva padrão. Os valores das leituras das amostras foram também plotados e as concentrações calculadas.

Sabendo-se que o HLA-A9 é expresso em maior quantidade no soro do que os outros antígenos, calculamos a média das concentrações de HLAs-I em indivíduos que possuíam A9 e, separadamente, em indivíduos que não possuíam A9. Entre os 8 indivíduos portadores de A9, a média das concentrações de HLAs foi de 2587,8 ng/ml, com um erro de 612,0, e entre 11 indivíduos não portadores de A9 a média foi de 422,6 ng/ml com um erro de 56,8. A diferença entre as médias foi estatisticamente significativa com F = 17,30 e p =  0,0007. Dessa maneira, todas as dosagens de HLAs-I foram transformadas em “concentrações relativas”, dividindo-se o valor da dosagem encontrado em cada amostra pela média das concentrações do respectivo grupo (A9 ou não A9).

Os resultados obtidos estão descritos na tabela 1. Analisando 20 amostras, sendo 16 do grupo controle e mais as 4 amostras pré-transplante dos pacientes transplantados, observamos no primeiro grupo uma média das concentrações relativas de 0,91 + 0,11 e nos pacientes renais uma média de 2,19 + 0,18. Os valores das médias das concentrações relativas nos tempos de evolução testados foram: 1,03  na primeira semana, 1,53 na segunda, 1,55 na terceira e 1,94 na quarta semana. Quando comparamos pacientes e controles em relação à evolução semanal pós-transplante, apesar de ter havido uma queda nas concentrações relativas na primeira semana após o enxerto, não houve diferença estatisticamente significativa entre controles e pacientes transplantados com 1, 2 e 3 semanas pós-transplante. As diferenças entre controles e pacientes pré-transplante e entre controles e pacientes com 4 semanas pós-transplante foi estatisticamente significativa, com F = 3,65 e p = 0,0097.

As concentrações relativas de HLAs-I entre as diferentes raças dos indivíduos controles foram: em brancos (n=10) 0,94 ± 0,18; em mestiços (n=4) 0,92 ± 0,17 e em negros (n=2) 0,71 ± 0,03.

Os resultados das médias das concentrações relativas de HLAs-I, de acordo com a evolução dos pacientes, foram os seguintes:

1.
Função renal preservada (n=24): 1,07

2.
Função renal alterada (n=10): 1,54

3.
Em programa de hemodiálise crônica (n=4): 2,18 

4.
Rejeição do enxerto (n=1): 1,65

Somente foi detectada diferença significativa quando comparamos os grupos 1 e 3, com F = 3,33 e p = 0,0305.

Feita a regressão exponencial, observou-se que a concentração relativa de HLAs-I está diretamente relacionada com a evolução do indivíduo (baseada nos níveis de creatinina e em critérios clínicos), com F = 7,49, p = 0,0095 e o coeficiente de correlação de 0,41.

Discussãotc "Discussão"
A participação de produtos do MHC humano (as moléculas HLA expressas na superfície de vários tipos celulares) nos mecanismos de resposta imunológica está hoje amplamente confirmada. Tais moléculas, além de expressas na superfície celular, apresentam-se também na forma solúvel, livres no soro mesmo de indivíduos normais. Sua existência já havia sido demonstrada desde a década de 70, mas até o final dos anos 80 pouco se sabia acerca de sua natureza química ou sua função biológica. Hoje sabe-se que os níveis de moléculas HLA no soro humano normal mantêm-se inalterados ao longo do tempo, e que HLA-A23 e A24 são encontrados em maior índice.5  Apesar da pequena amostra, nosso estudo corrobora essa afirmação.

Embora outros autores tenham encontrado variações na expressão de HLAs-I entre raças, 8 em função do pequeno número de indivíduos estudados, nosso trabalho não pôde confirmar esses achados.

O aumento dos níveis séricos de antígenos HLA classe I pode ser o resultado de uma ativação do sistema imunológico, induzida por um estímulo antigênico in vivo.18 Essa pode ser a explicação para o aumento dos níveis de HLA séricos durante episódios de Doença do Enxerto-versus-Hospedeiro (graft versus host disease, ou GVHD) em pacientes que sofreram transplante de medula óssea alogênico.19 O mesmo fenômeno também já foi observado em receptores de transplante cardíaco, renal e de fígado.7, 20, 21 Durante um transplante alogênico, antígenos HLA podem sofrer “shedding” espontâneo pelo órgão transplantado, ou ser liberados durante episódios de rejeição aguda por células danificadas do enxerto. 22
Hagihara e cols.,23  estudando transplante de fígado em crianças que receberam parte do órgão doado por um de seus pais, identificaram que as moléculas HLAs-I circulantes no soro dos receptores eram principalmente provenientes do doador, e que eram os níveis doador-específicos os que mais aumentavam durante os processos de rejeição aguda, atenuando-se após a resposta à administração de imunossupressores. Outros autores já haviam demonstrado que, no caso dos transplantes de órgãos sólidos, o nível sérico de HLA pode aumentar de 200 a 500%, até 10 dias antes de quaisquer manifestações clínicas de rejeição, tais como febre ou dor no enxerto. 24
No presente trabalho, observamos, ainda, que pacientes renais pré-transplante possuem, de forma significativa, maior concentração de HLAs do que os indivíduos do grupo controle, diferentemente do encontrado por Tambutti e cols.25 Os autores, entretanto, não corrigiram os valores dos níveis séricos de HLAs-I em relação ao aumento normalmente encontrado em portadores de HLA-A23 ou A24. Em nosso trabalho, a diferença entre indivíduos normais e renais crônicos foi significativa quando trabalhamos com concentrações relativas de HLAs-I. Foi encontrada uma relação exponencial entre a evolução e a concentração sérica relativa de HLAs-I. Assim, pacientes renais em programa de hemodiálise crônica, que possuem geralmente níveis elevados de creatinina, exibiram também níveis mais elevados de HLAs.

Em relação às concentrações de HLAs no período pré-transplante e após a primeira, segunda, terceira e quarta semanas pós-transplante, somente foi detectada diferença estatisticamente significativa entre as amostras de 4 semanas pós-transplante quando comparadas com os controles, diferentemente do esperado. Isso pode ser devido à pequena amostragem, e estudos posteriores deverão ser realizados com um maior número de pacientes.

A determinação dos níveis de HLAs por ensaio imunoenzimático, que  mostrou ser um método de fácil execução, pode vir a ser um bom procedimento não invasivo de acompanhamento da evolução dos transplantes renais. 

Summarytc "Summary"
Soluble HLA (sHLA) is increasingly shown in patients with various infectious diseases, and during transplantation rejection episodes. We studied 39 serum samples of end-stage renal disease patients transplanted at HUPE and normal individuals. Serological HLA tissue typings were performed by citotoxicity, and serum sHLA measurement by ELISA. Among HLA-A9 individuals, sHLA concentrations were significantly higher. Comparing the relative concentrations of sHLA in the pre and post-transplant periods, a significant difference was detected between 4 weeks post-transplant and controls. Analysing the individual renal functions and serum sHLA relative concentrations, patients undergoing chronic hemodialisys presented higher levels of sHLA. Elisa measurement of sHLA can become a good method to evaluate renal transplantation follow-up.
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