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Resumo

O Sistema HLA é composto por glicoproteinas integrais de membrana: as moléculas
HLA A, B, C, DR, DQ e DP. Entre as principais aplicacbes desse sistema encon-
tram-se os estudos para os transplantes de medula 6ssea. Um importante avanco
metodolégico no estudo do sistema HLA surgiu com a descricdo de um teste de
microlinfocitotoxicidade: uma microtécnica empregada até os dias de hoje, na qual
células portadoras dos HLA sao utilizadas como alvo em reagoes de citotoxicidade
desenvolvidas em microplacas especificas (placas Terasaki). A etapa final do
metodo consiste na cobertura da placa com laminula de vidro e leitura ao microscépio
optico de luz invertida. O presente trabalho apresenta uma técnica alternativa de
fechamento da placa Terasaki que permite a leitura em microscépio dptico comum.
Resume-se na colocagdo de um preparado tipo “gel” (Gelatina de Kaiser modificada)
sobre a placa Terasaki ao término da metodologia usual, permitindo a inversao
da mesma para leitura em microscépio éptico comum. O procedimento técnico de
sorologia HLA é desenvolvido normalmente, e apds coloragao com eosina e fixagao
com formol neutro, a gelatina é dispensada na placa vagarosamente, devendo
cobri-la homogeneamente. A preparacao é deixada entao a temperatura ambiente
até que atinja o estado “gel”. A leitura é feita em microscdpio ptico comum,
colocando-se a placa tampada com o fundo voltado para cima. Foram realizados
20 testes preliminares utilizando-se em paralelo a técnica convencional de fecha-
mento e a técnica alternativa. A técnica mostrou-se econdmica e de facil execugao,
e a reprodutibilidade das leituras quando comparamos os dois métodos mostrou-se
satisfatoria. Nas placas em que se utilizou a Gelatina, novas leituras foram realizadas
quinzenalmente durante 6 meses, e nao se verificaram quaisquer alteragoes na
morfologia celular nem no padrao de leitura.

Unitermos: sistema HLA; sorologia HLA; microlinfocitotoxicidade; tipagem HLA.

Introducao em praticamenté todas as células nucleadas do
O Complexo de Histocompatibilidade Principal organismo("), e moléculas de classe Il (HLA DR,

(MHC?) ¢é representado, na espécie humana, pelo DQ e DP), com uma distribuicao mais restrita —

sistema de Antigenos Leucocitarios Humanos (Sis- ~ basicamente células imunocompetentes®.

tema HLAP). Tal sistema antigénico € composto

por glicoproteinas integrais expressas nas mem-

branas Citop]asméticas de determinadas popu- A sigla MHC vem da expressdo em ’inglés Major Hiftocompatibility

lagdes celulares, dividindo-se basicamente em mo-  §.27Plex consagrada pelo uso também em portugués.

’ A sigla HLA vem da expressao em inglés Human Leukocyte Antigen,
leculas de classe | (HLA A, B e C) encontradas  consagrada pelo uso também em portugués.
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As principais aplicagdes desse sistema sao: es-
tudos antropoldgicos®, investigacdo de paternida-
de®, associagoes HLA x doengas® e estudos de
compatibilidade para transplante. Nesse ultimo gru-
po destacam-se, especialmente: a) os transplantes
de medula 6ssea, onde é sabido que o grau de
compatibilidade HLA entre o paciente e seu doador
é fator decisivo na pega e sobrevida do enxerto e
na ocorréncia e severidade da reacdo do enxer-
to-contra-hospedeiro®, e b) os transplantes renais,
onde é mandatéria a realizagdo, pre-transplante,
de uma prova cruzada (ou crossmatch) para de-
tectar a existéncia, no soro do receptor, de anti-
corpos pré-formados deletérios, dirigidos contra as
moléculas HLA do doador®.

A existéncia do Sistema HLA é aceita desde a
década de 50@9, Os estudos para sua descricao
evoluiram muito desde entao('®'), mas um impor-
tante avango metodoldgico surgiu ainda muito cedo,
com a descricao de um teste de microlinfocitotoxi-
cidade por Terasaki & McClelland em 1964('?). Essa
técnica basica, mesmo sofrendo ligeiras modifi-
cacOes posteriormente por outros autores(™, vem
sendo empregada rotineiramente em laboratérios
de histocompatibilidade e imunogenética humanas.
Na maioria dos estudos envolvendo as aplicagoes
acima descritas, a sorologia HLA atraves da técnica
de Terasaki pode ser aplicada. Trata-se de uma
microtécnica, na qual células mononucleares obti-
das de sangue periférico, portadoras das moléculas
HLA, sao utilizadas como alvo em reagdes de ci-
totoxicidade dependente de complemento. As re-
agoes sao desenvolvidas em microplacas especi-
ficas (chamadas placas Terasaki) com auxilio de
micro-seringas especialmente desenvolvidas para
esse fim, sendo a etapa final do método a cobertura
da placa com laminula de vidro 50 x 75 mm para
posterior leitura ao microscopio (Foto 1a). Devido
as caracteristicas da placa e ao tipo de preparagao
utilizada, a leitura se da necessariamente através
de microscdpio optico de luz invertida com contraste
de fase (Foto 1b).

O objetivo do presente trabalho € apresentar
uma técnica de fechamento da placa Terasaki que
permita a leitura em microscopio optico comum. A
técnica ora apresentada consiste num preparado
tipo “gel” que é colocado sobre a placa Terasaki
ao término da metodologia usual, o qual permite
a inversdo da placa sem prejuizo do material.

Materiais e métodos

Foram desenvolvidos varios experimentos até
a obtengado de uma solugao liquida, hidrossoluvel,
solidificavel em curto espago de tempo e sem re-
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versao ao estado liquido em temperatura ambiente,
com indice de refracdo compativel com a micros-
copia oOptica comum, e que nao interferisse de
nenhuma forma nas reagdes soroldgicas obtidas
e tampouco na morfologia celular.

Preparo da gelatina

A férmula inicialmente testada foi obtida numa
revisao das técnicas de fechamento definitivo de
preparagoes histologicas. A formula descrita por
Kaiser( foi considerada, dentre todas as testadas,
a que mais se aproximou dos objetivos desejados.
Entretanto, a fim de melhor adequa-la a nova apli-
cacao proposta, foram introduzidas algumas mo-
dificagoes, resultando na formula da gelatina de
Kaiser modificada descrita a seguir:

Gelatina comum em folha 08g
Agua destilada 12,0 ml
Glicerina 14,0 ml
Timol 08¢

O preparo consiste na dissolugdo prévia das
folhas de gelatina em agua destilada em banho-
maria a 56°C por cerca de 10 minutos, com gentil
homogeneizacao para evitar a formacao de bolhas
de ar. A glicerina e o timol sao adicionados a
preparacdo ainda no banho-maria, sob continua
homogeneizagao. A gelatina de Kaiser modificada
pode ser conservada em frasco fechado em estufa
a 37°C até o momento do uso.

Aplicacao da gelatina de Kaiser modificada
nas placas Terasaki

O procedimento técnico de sorologia HLA é de-
senvolvido normalmente segundo descrito previa-
mente('. Apds coloragdo com eosina e fixagao
com formol neutro, a placa € deixada em repouso
por cerca de 10-20 minutos para a completa se-
dimentacao das células no fundo dos orificios. A
seguir, é levada ao congelador da geladeira por 5
minutos, tempo suficiente para a solidificacdo do
6leo mineral contido na placa.

Ao ser retirada do congelador, a placa deve
receber imediatamente a gelatina, que € retirada
da estufa no exato momento do uso. A gelatina e
dispensada na placa vagarosamente, pela borda
da mesma, com auxilio de uma pipeta de 10 ml,
devendo cobrir homogeneamente toda a placa (Fo-
to 2a). A seguir, a preparagao é deixada a tempe-
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Foto 1 — Metodologia classica de fechamento e leitura
das placas Terasaki. (a) Microplaca Terasaki (seta)
recebendo a laminula de vidro para fechamento
(cabega de seta). (b) Posicionamento da microplaca
Terasaki (seta) para leitura em microscépio de luz
invertida.

ratura ambiente por cerca de 10 minutos, até que
a preparacao atinja o estado “gel”.

A leitura pode entao ser feita normalmente em
microscopio 6ptico comum, colocando-se a placa
tampada na posicao invertida, ou seja, com o fundo
da mesma voltado para cima (Foto 2b).

Testes em placas de tipagem e de
crossmatches

Foram realizados 10 testes de tipagem HLA e
10 testes de crossmaiches, utilizando-se em pa-
ralelo a técnica convencional de fechamento da
placa e a técnica ora proposta. Nas placas em
que se utilizou a gelatina de Kaiser modificada,
novas leituras foram realizadas quinzenalmente du-
rante 6 meses, para verificar possiveis alteragoes
na morfologia celular e/ou no padrao de leitura.

Resultados
A leitura das reacgOes soroldgicas nas placas
Terasaki obedece a um padrao recomendado in-
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Foto 2 — Metodologia alternativa proposta para
fechamento e leitura das microplacas Terasaki. (a)
Colocacao da gelatina sobre a microplaca Terasaki. (b)
Posicionamento da microplaca para leitura em
microscépio Optico comum. Notar a placa tampada
(cabeca de seta), colocada com o fundo voltado para
cima (seta).

ternacionalmente('®. Esse padrao estabelece uma
gradacao para as reagoes, a saber: 1+ (reagao
negativa), 2+ (reagao negativa duvidosa), 4+ (rea-
cao fracamente positiva), 6+ (reagao positiva) e
8+ (reacao fortemente positiva).

As leituras foram comparadas nos vinte testes
com células mononucleares totais de sangue pe-
riférico utilizando-se simultaneamente as duas téc-
nicas de fechamento. Nao houve diferenga signi-
ficativa nas leituras realizadas por dois observa-
dores independentes, e também nao houve alte-
racao na morfologia das células quando compara-
dos os dois métodos. Todos os resultados foram
mantidos inalterados até 6 meses apos realizagao
dos testes.

Discussao

Nos testes preliminares realizados até o mo-
mento, a reprodutibilidade das leituras, quando
comparamos o método tradicional (laminula de vi-
dro e leitura em microscépio invertido) com o mé-
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todo alternativo proposto (gelatina de Kaiser mo-
dificada e leitura em microscépio éptico comum),
mostrou-se satisfatoria.

A técnica alternativa apresentada resume-se na
substituicado do emprego de laminula de vidro 50
X 75 mm sobre as placas Terasaki por um preparado
que em temperatura ambiente atinge o estado gel
e permite a leitura com a placa em posicao invertida
em microscopio 6ptico comum.

A técnica mostrou-se econdmica, de facil exe-
cugao e, nos testes preliminares desenvolvidos até
o momento, com reprodutibilidade satisfatéria em
relacdo a metodologia existente. Novos experimen-
tos porém sao necessarios, para confirmar os re-
sultados obtidos até o momento, e para testar esse
preparado nos métodos que empregam subpopu-
lacoes isoladas de sangue periférico (linfocitos T,
linfécitos B e mondcitos).

As principais vantagens do método sao, além
do baixo custo do produto em si e da ndo neces-
sidade do microscépio invertido, a possibilidade de
arquivamento da placa por pelo menos 4 meses
(tempo testado até o momento) e a facilidade de
transporte em longas distancias, ja que pelo método
tradicional o contetdo da placa, mesmo protegido
por laminula de vidro, tende a extravasar.

Summary

The HLA system consists in a group of cell
membrane proteins: the HLA-A, B, C, DR, DQ and
DP molecules. Among the main uses of this system
we can find the family and random studies for bone
marrow transplantation, as well as the cross-
matches before kidney transplantations. An import-
ant methodological advance in the study of the
HLA system arised very soon, with the development
of a microlymphocytotoxicity technique, used until
nowadays, in which the mononuclear blood cells
bearing the HLA molecules are used as target for
cytotoxicity reactions developed in specialized
microtrays. The final step of the serological method
consists to cover the tray with a glass cover slip
and to read the reactions at an inverted light mi-
croscope. We present an alternative technique to
close the tray, which permits the utilization of a
common light microscope. In this proposed method,
a gel (Kaiser’s modified gelatin) is placed gently
over the tray at the end of the usual technique,
following eosin staining and formaline fixation. After
that, the tray is placed, in inverted position, at a
common light microscope and read in the same
way as the usual method. Twenty preliminary tests
were performed until now, with a very good
reprodutibility in terms of reaction patterns; no mor-
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phological alterations were seen in these tests,
when compared with the conventional technique.
The use of this gelatin proved to be economical,
easy to perform and very reproducible. The trays
covered with the gelatin were read again each two
weeks for six months, and we did not find any
difference in the reaction patterns as well as in the
cell morphology.

Key words: system; HLA serology;
microlymphocytotoxicity; HLA typing.
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