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Resumo

O presente relatdrio tem por base o estagio decorrido num periodo de 4 meses, com intuito de
descrever e evidenciar o trajecto de aprendizagem realizado no Laboratdrio de Citometria de
Fluxo e Imunidade Celular, no Centro de Sangue e Transplantacdao do Porto, do Instituto
Portugués do Sangue e Transplantacao -IP.

O objectivo deste estudo foi desenvolver conhecimentos e competéncias nas tecnologias e
metodologias empregadas na realizacdo do Crossmatch por Citometria de Fluxo (FCXM),
aprender as técnicas e sua aplicabilidade, efectuando andlises estatisticas e controlo de
qualidade na validacao de métodos. Foi realizado uma comparacao entre o método Convencional
e o Halifaster, os Crossmatches foram realizados em células de sangue periférico de dadores
vivos renais, com soros de receptores de orgaos. As células foram tratadas com pronase e Dnase
no método Halifaster e uso das beads em ambos os protocolos. Nas analises dessas células
obtivemos os seguintes resultados entre os dois métodos: o valor obtido para linfdcitos T foi
1000 MFI (Median Fluorescence Intensity - Média da Intensidade de Fluorecéncia) com uma
sensibilidade associada de 50%; especificidade 94,0%; valor preditivo positivo 20,0%; valor
preditivo negativo 48,0%, o AUC (Area Under the Curve - Area sob a curva) da curva ROC
(Receiver Operating Characteristic - Curva Caracteristica de Operacao do Receptor) foi de 0,70
(p <0,05). Para linfdcitos B, o valor ideal de corte, de 1000 MFI com uma sensibilidade associada
de 90,0%; especificidade 86,0%; valor preditivo positivo de 84,0%; valor preditivo negativo
88,0% e a AUC de A curva ROC foi de 0,80 (p <0,05), no Halifaster: O valor obtido para linfdcitos
T foi 1000 MFI com uma sensibilidade associada de 50%; especificidade 60,0%; o valor preditivo
positivo 68,0%; valor preditivo negativo 70,0%; o AUC da curva ROC foi de 0,70 (p <0,05). Para
linfdcitos B, o valor ideal de corte, de 1000 MFI com uma sensibilidade associada de 82,0%;
especificidade 87,0%; valor preditivo positivo de 70,0%; valor preditivo negativo 88,0% e a AUC
da curva ROC foide 0,80 (p <0,05), no método Convencional.

Portanto, foi possivel concluir que arealizagao do estagio, bem como as atividades desenvolvidas
durante seu periodo, foram de suma importancia, os objectivos de aprendizagem foram obtidos
através das atividades realizadas no laboratdrio. Entretanto, vale aqui ressaltar que, foi o inicio de
um estudo, o0 mesmo continuard para evenctual validacao com o objectivo de proporcionar
melhoramentos continuado na avaliagao de risco no pré-transplante renal e poder contribuir para

melhor sobrevida do enxerto.

Palavras-chave: 1.Anticorpos anti-HLA; 2. FCXM; 3. Pré-transplante renal; 4.0rgaos sélidos; 5. Antigenos HLA



Abstract

The present report is based on the internship that took place over a period of 4 months, with the
purpose of describing and evidencing the learning path taken at the Flow Cytometry and Cellular
Immunity Laboratory, at the Blood and Transplantation Center of Porto, of the Portuguese
Institute of Blood and Transplantation -IP.

The aim of this study was to develop knowledge and skills in the technologies and methodologies
employed in performing Flow Cytometry Crossmatch (FCXM), learning the techniques and their
applicability, performing statistical analysis and quality control in method validation. A
comparison between the Conventional and Halifaster method was performed, Crossmatches
were performed on peripheral blood cells from living renal donors, with sera from organ
recipients. The cells were treated with pronase and Dnase in the Halifaster method and use of the
beads in both protocols. In the analyses of these cells we obtained the following results between
the two methods: the value obtained for T lymphocytes was 1000 MFI (Median Fluorescence
Intensity) with an associated sensitivity of 50%; specificity 94.0%; positive predictive value
20.0%; negative predictive value 48.0%, the AUC (Area Under the Curve) of the ROC (Receiver
Operating Characteristic) curve was 0.70 (p <0.05). For B lymphocytes, the optimal cutoff value,
of 1000 MFI with an associated sensitivity of 90.0%; specificity 86.0%; positive predictive value
of 84.0%; negative predictive value 88.0% and the AUC of The ROC curve was 0.80 (p <0.05), in
Halifaster; The value obtained for T lymphocytes was 1000 MFI with an associated sensitivity of
50%; specificity 60.0%; the positive predictive value 68.0%; negative predictive value 70.0%; the
AUC of the ROC curve was 0.70 (p <0.05). For B lymphocytes, the optimal cut-off value, of 1000
MFI with an associated sensitivity of 82.0%; specificity 87.0%; positive predictive value 70.0%;
negative predictive value 88.0% and the AUC of the ROC curve was 0.80 (p <0.05), in the
Conventional method.

Therefore, it was possible to conclude that the internship, as well as the activities developed
during its period, were of utmost importance, the learning objectives were obtained through the
activities performed in the laboratory. However, itis worth mentioning that this was the beginning
of a study, which will continue for evenctual validation with the objective of providing continued
improvements in risk assessment in pre kidney transplantation and to contribute to better graft

survival.

Key-words: 1. Anti-HLA antibodies; 2. FCXM; 3. Kidney pre-transplant; 4. Solid organs; 5. HLA antigens
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Siglas e Abreviacoes

ABO: Sistema Sanguineo

ADCC: Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicicity

AGH: Antiglobulina humana

AEQ: Avaliacao Externa da Qualidade
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DTT: Ditiotreitol

ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

EVA: Entidade de Verificacao da Admissibilidade de Colheita para Transplante
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FITC: Fluorescein isothiocyanate

HE: Hematoxilina-eosina

HLA: Human Leukocyte Antigens (Antigenos Leucocitarios Humanos)
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MHC: Major Histocompatibility Complex (Complexo Principal de Histocompatibilidade)
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Externa)

NK: Natural Killer (Células Assassinas Naturais)
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PE: Ficoeritrina

PerCP: Proteina de Clorofila de Peridinina

PMTs: Photomultiplier tubes

PNAEQ: Programa Nacional de Avaliacao Externa da Qualidade

PNDRC: Programa Nacional de Doacao Renal Cruzada

PRA: Reatividade de anticorpos contra painel de antigenos

ROC: Receiver Operating Characteristic (Curva Caracteristica de Operacao do Receptor)
SAB: Single Antigen Beads (Esferas de Antigeno Unico)

SSC: Side Scatter (Dispersao Lateral)

UNOS: United Network for Organ Sharing (Rede Unida para Compartilhamento de Orgaos)
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1. Introducao

O laboratdrio de Citometria de Fluxo e Imunidade Celular é o responsavel pela
preparacao de amostras para utilizar em citometria, pelarealizacao de tecnicas de Crossmatch
anti-linfocitdrio e de Crossmatch anti-endotélio. No que diz respeito a imunidade celular tem
a seu cargo a preparacao de amostras em ambiente estéril e manipular linhas celulares, bem
como criopreservar células. Além de diferenciar e quantificar unidades formadoras de col6nias

de progenitores hematopoiéticos.

O estdgio teve como objectivos gerais: desenvolver conhecimentos das técnicas
realizadas no laboratdrio; entender os principios das tecnologias e metodologias aplicadas;
aprender nocoes hasicas de citometria de fluxo; compreender a aplicacdao desta técnica no
sector da transplantacao; obter conhecimento das técnicas de crossmatch por citometria de
fluxo, validacao e controlo de qualidade e de efectuar comparacao entre os métodos de FCXM

entre o Convencional e o Halifaster.

A realizacao do controlo de qualidade (CQ) permite monitorizar o desempenho de
todos os materiais, equipamentos, instrumentos e métodos analiticos bem como criar sinais
de alerta para prevenir a emissao de resultados nao-conformes e indicar a necessidade de
acoes corretivas. Permite também indicar a necessidade de melhorias em processos e em
atividades ligadas aos operadores e consciencializar que o controlo da qualidade é um dever

para com o cliente e tem a funcao de gerar confianca nos resultados obtidos.

O controlo de qualidade interno abrange todos os procedimentos assumidos por um
laboratdrio para avaliacao continua do seu trabalho. A sua finalidade é assegurar a
consisténcia dos resultados didrios e a sua conformidade com critérios definidos, avaliando a
precisao dos ensaios e dando indicacao do momento para se promoverem agoes corretivas

quando surge uma nao conformidade.

Segundo as melhores praticas da qualidade, serao calculados os valores do controlo
de qualidade interno para validar os ensaios, 0s seus limites e critérios (regras) de

aceitabilidade, com base narelacao entre o desempenho analitico e o Erro Maximo Admissivel.



Os critérios estabelecidos do Controlo de Qualidade Interno, visam otimizar o

desempenho e aperfeicoar a capacidade de identificacao do erro.

As melhores praticas da qualidade determinam que o laboratdrio calcule os seus
valores de controlo de qualidade interno, os seus limites de aceitabilidade e quais as regras a
utilizar. Com este procedimento otimiza-se o desempenho do controlo de qualidade interno e

reduz-se os problemas de falsos alarmes, de falsas rejeicoes.

A escolha adequada de procedimentos de CQ (Controlo de Qualidade) pode ser
sustentada com a utilizacao de ferramentas de planeamento, tais como os graficos de erro
critico. A utilizacao deste tipo de ferramentas facilita e torna mais rapida a escolha de
procedimentos do CQ, nomeadamente, as analises estatisticas, cdlculos da média e desvio

padrao dos valores obtidos e estabelece uma mais valia na identificacao do erro.

Transplante renal em Portugal

Em Portugal, alguns critérios sao definidos para a realizacao da dadiva, sequndo a
Portaria n.2 802/2010, de 23 de Agosto, em que designa como par dador-receptor o
candidato a receber um 6rgao e a pessoa (ou pessoas) que se propde a dar-lhe um drgao. Ja
para a doacao renal cruzada com dador vivo, se relaciona ao processo de alocacao, pelo qual
permite a transplantacao de érgaos compativeis através do intercambio de rins de dois ou
mais pares dador-receptor. Adicionalmente aisso houve a criacao da Entidade de Verificacao
da Admissibilidade da Colheita para Transplante (EVA) nos hospitais onde se realizam a

colheita em dadores vivos, conforme o Despacho n.2 26 951/2007, de 26 de Novembro.

Entretanto foi criado também o programa para a realizacao de inscricao de pares
dador-receptor de rim e respectiva alocacao cruzada, nomeadamente: o Programa Nacional
de Doacao Renal Cruzada (PNDRC). Na seleccao do par dador-receptor, em que a seleccao de
cada rim é efectuada, alguns critérios sao definidos, para esse proposito a sequir,

primeiramente, aos niveis: regional, nacional e por fim ao nivel internacional. (1)



2. Revisao da Literatura

A validacao é um estudo experimental e documentado que objectiva demonstrar que
o procedimento analitico avaliado é adequado a finalidade proposta, de forma a assegurar a
confiabilidade dos resultados obtidos. (2) O seu objectivo consiste em demonstrar que o
método € adequado para o seu propdsito (3), devendo ser considerada quando se desenvolve
ou efectua adaptacdes em metodologias ja validadas, inclusao de novas técnicas ou uso de

diferentes equipamentos. (4)

O desenvolvimento de um método, a adaptacao ou implementacao de método
conhecido, envolve um processo de avaliacao que estime sua eficiéncia na rotina do
laboratdrio. Vdrios artigos e revisdes tém sido publicados a respeito de validacao de métodos
analiticos, os quais descrevem: definicées, procedimentos, parametros e estratégias de
validacao. Essas definicdes consistem na avaliacao de um método por meio de ensaios
experimentais, de modo a confirmar e fornecer evidéncias factuais de que os requisitos

especificos para seu uso pretendido sao atendidos. (5)

Determinado método é considerado validado se suas caracteristicas estiverem de
acordo com os pré-requisitos estabelecidos, ou seja, se o método candidato fornecer
resultados que sao equivalentes a um método existente. (6) Para tal existem diversos testes
que sao classificados por categorias, de acordo com sua finalidade, além de um conjunto de
parametros de validacao. Conhecer e perceber os parametros de validagao, suas aplicacoes e
corretas aplicacdes se mostra fundamental para gerar uma metodologia confiavel e que

atenda a finalidade pretendida.

A literatura dispde de diversas publicacoes de trabalhos que relatam a necessidade de
validacao de métodos analiticos, pelos quais definem os critérios que devem ser seguidos
durante seu desenvolvimento. Tais estudos abordam os critérios de validacao de acordo com
sua area especifica, enfatizando as escolhas das ferramentas estatisticas para validacao do
método, a exactidao, a precisao, a sensibilidade e robustez e os limites de deteccao e
quantificacdo. (7) Os métodos estatisticos sao essenciais para sintetizarem dados e fazerem
julgamentos objectivos em diferencas entre conjuntos de dados. Entretanto, as definicdes dos

parametros sao consideradas nos processos de validacao do método em questao, a estratégia

3



a ser adotada para a determinacao desses parametros depende do propdsito e da naturezado
método (8), como por exemplo: se 0 método for destinado a analise qualitativa. Segundo a
literatura, para um teste de identificacao, é necessdrio demonstrar a capacidade de selecao
entre compostos com estruturas relacionadas que podem estar presentes. (9) Isto deve ser
confirmado pela obtencao de resultados positivos em amostras contendo o analito pretendido,
comparativamente com resultados negativos obtidos com amostras que nao contém o

analito.

Um dos principais requisitos em qualquer processo que envolva analises é a obtencao
de dados de qualidade que alcancem os objectivos propostos. Nesse sentido, a validacao de
métodos analiticos, pela qual tem como propdsito demonstrar, através de estudos
laboratoriais, que o método é adequado aos requisitos exigidos pela aplicagcao analitica
pretendida, isto é, que o processo de validacao pretende demonstrar que o método é adequado
para a quantificacao do analito na matriz, a um certo nivel de concentracao, com exactidao e
precisao satisfatdrias, e confere uma garantia de qualidade operacional e de desempenho
analitico. (10) Através deste processo procura-se demonstrar que o método analitico em
causa é adequado para a andlise da amostra a que vai ser sujeita. A validacdao adequada de um
método fornece evidéncia documentada do desempenho do método, sendo de
responsabilidade do laboratdrio clinico utilizar metodologias de controlo de qualidade que
permitam:identificar, prevenir e corrigir possiveis falhas e assim garantir a exactidao dos seus

resultados. Este processo é vital para dar credibilidade ao método definido. (11)

Segundo a literatura, confere ao laboratdrio clinico assegurar que os seus resultados
reflitam de forma fidedigna e consistente. O progresso tecnoldgico na area laboratorial
permitiu, além de outros fatores, aumentar a diversidade de amostras avaliadas pelos
métodos laboratoriais, contribuindo assim para o aumento da importancia do laboratdrio
clinico na tomada de decisdo e na selecao do tratamento (Vieira et al, 2011). A melhoria

continua dos processos envolvidos deve representar o foco principal de qualquer laboratdrio.

A validacao visa garantir a qualidade metroldgica dos resultados analiticos,
conferindo-lhes: rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade para atomada de decisoes.

(12) No entanto confere ao controlo de qualidade laboratorial, quer através da aplicacao de



metodologias de CQI para avaliacao da precisao analitica, quer através da participacao em
programas de AEQ para avaliacao da exactidao analitica, a sua elevada importancia na
validacao de métodos. Comisso julga-se que o método é considerado valido quando o mesmo
€ avaliado segundo uma série de parametros estabelecidos, como ja mencionado

anteriormente, e apresente o desempenho esperado. (13)

3. Procedimentos da Citometria de Fluxo
3.1. Controlo de qualidade interno e externo

As técnicas de andlises dos testes realizadas no pré-transplante renal, assim como
qualquer outro teste, estao sujeitas a resultados falso positivos e negativos, cada etapa do
ensaio deve ser monitorizada, desde o tipo de amostras, condicoes dos soros e controlos
utilizados, para obtermos um resultado fidedigno. O método qualitativo foi o aplicado no
laboratdrio para arealizacao dos testes estatisticos, s ser de forte relevancia para arealizacao
dos estudos de sensibilidade e especificidade das andlises. (14) Deste modo € de relevante
importancia a implementacao do controlo de qualidade laboratorial, uma vez que permite
avaliar constantemente o desempenho do teste de maneira a confirmar e garantir a qualidade
dos resultados obtidos, eliminar possiveis causas de erro e implementar formas corretivas

para eliminacao dos mesmos. (15)

Sao considerados falsos-positivos quando ha um indicio que se confirma a presenca
de DSA, no entanto, na amostra clinica nao ha qualquer anticorpo anti-HLA (Human Leukocyte
Antigens) de dador especifico. Os falsos-positivos podem ocorrer quando o doente faz uso de
imunossupressores, em que sao utilizadas imunoglobulinas de diferentes origens humanas e

de animais.

Quando se refere ao falso-negativo, confere a presenca de Anticorpo especifico do
doador (Donor-Specific Antibody - DSA), mas nao é detectado. Isto pode ser justificado devido
a uma centrifugacao ineficiente dos controlos positivos e negativos, a medida que os
agregados podem aumentar a coloracao de fundo nao especifica, reduzindo a sensibilidade e

resultando em falso-negativo, ou as lavagens ineficientes em doentes que fizeram uso de



medicamentos, exemplo das estatinas que diminuem significativamente a expressao celular

de antigeno HLA.

O controlo de qualidade laboratorial é efectuado pelo cumprimento do Controlo de
Qualidade Interno. A finalidade do CQI que, de acordo com Despacho n.2 10009/2019, se
define como um conjunto de procedimentos postos em pratica num laboratdrio com vista a
permitir um controlo de qualidade dos resultados dos exames laboratoriais, pelo qual ao longo
de todo o processo analitico e pela AEQ, corresponde a avaliacao dos resultados por um

organismo externo. (16)

A avaliacao externa da qualidade é feita pela comparacao do desempenho do
laboratdrio com outros laboratdrios que utilizam os mesmos métodos. Segue uma andlise
comparativa destes dados, pela qual se permite reforcar a garantia dos resultados obtidos pelo
laboratdrio em termos de exatidao e precisao. (17) Contudo, o controlo de qualidade externo do
laboratdrio de citometria de fluxo é assegurado por uma organizacao internacional
independente de AEQ e pelo International Quality Expertise UK (NEQAS - External Quality
Assessment - Avaliacao de Qualidade Externa). (18) (11) Para o efeito, o laboratério recebe uma
série de amostras projectadas para se assemelharem a amostra clinicamente significativa e
avaliar as caracteristicas especificas de ensaios analiticos. Nesta sequéncia é realizado o teste
com essas amostras, empregando o proprio teste de rotina e procedimentos padrao do
laboratdrio. Os laboratdrios participantes do Programa Nacional de Avaliacao Externa da
Qualidade (PNAEQ) poderao enviar os seus resultados, por e-mail, fax ou correio, apGs
determinacdao das amostras recebidas, avaliam-se o desvio relativamente ao valor alvo
encontrado naquele ensaio pelo conjunto de participantes, aplicando as respetivas formulas
de cadlculo, apreciacao e comentario. Os relatdrios de avaliacao sao enviados aos participantes
ap0s a analise estatistica e avaliacao do desempenho geral do ensaio. Cada entidade
participante recebe um relatdério com os resultados obtidos, para implementacao de agoes
preventivas e corretivas, se aplicavel. Apds isso sao enviados um certificado de participacao a
todos os laboratdrios de acordo com o definido pelo PNAEQ, o objetivo do programa é avaliar
o desempenho dos procedimentos para o diagndstico laboratorial em laboratdrios, de forma a
garantir a qualidade e fiabilidade dos seus resultados.

3.2. Citometria de Fluxo

A andlise de citometria de fluxo pode ser efectivamente aplicada a uma infinidade de
populacdes de células de uma variedade de tecidos. (19) E uma técnica que tem por principio a

utilizacao de um fluxo laminar de particulas suspensas, em um meio liquido em fluxo e



marcadas com fluorocromos ou anticorpos monoclonais acoplados a fluorocromos. O
processo inicia-se com a seleccao de anticorpos, marcados com fluorocromos e especificos
para o antigeno celular, que permite caracterizar a populacao das células de interesse. (20)
Como o fluxo das células é laminar e o diametro do tubo se afunila, estas sao forcadas a passar
em fila tnica pela luz emitida pelo laser, gerando sinais (dispersao e/ou emissao de luz por
fluorocromos) que sao captados por detectores. Gera-se, entdo, uma transformacao dos
sinais luminosos em impulsos eléctricos que se ampliam e sao convertidos em sinais digitais

para posterior andlise. (21)

E utilizado um equipamento que permite analisar (andlise multiparamétrica) diversos
parametros celulares: o CITOMETRO DE FLUXO. O Forward Scatter (FSC) correlaciona-se
com o tamanho celular e o Side Scatter (SSC) depende da complexidade citoplasmatica da

célula. (22)
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Figura 2. Diagrama de dispersao com dispersao lateral tracada contra a dispersao para frente, mostrando
aglomerados de linfdcitos (vermelho), mondcitos (azul) e granuldcitos (verde) em uma amostra de sangue

periférico. Adaptado de (22).

A versao mais moderna da citometria de fluxo: separador celular ativado por
fluorescéncia (Fluorescence Activated Cell Separator - FACS), fornece informagdes rdpidas e
precisas com a identificacdo de inimeras caracteristicas intrinsecas ou extrinsecas contidas
nas células e reconhece, com precisao, o tamanho e a granulosidade, por meio da leitura da
intensidade da fluorescéncia refletida em células previamente marcadas com anticorpos

monoclonais fluorescentes. (23)

A sua principal vantagem é que é uma técnica que permite analisar diversas células e
em diversos parametros ao mesmo tempo, consegue analisar antigenos marcados em:
superficie, citoplasma e nicleo, ser automatizado e de disponibilizar os resultados no
computador. (24) Entretanto tém como desvantagens: ter um equipamento de alto custo, ter
uma baixa vazao celular, causar a morte de muitas células da amostra e também pela
necessidade de células em suspensao que, em alguns materiais, necessitam de uma

preparacao mais morosa. (25)

3.2.1. Citometria de fluxo na transplantacao

A imunofenotipagem de linfdcitos é uma aplicacao comum da citometria de fluxo em
imunohematologia, e tem sido amplamente utilizada para estudar os efeitos de doencas e

modificacdes do sistema imune nas populagdes de linfdcitos. (26)



No ambito dos transplantes, a citometria de fluxo é reconhecida como uma técnica
bem estabelecida em pesquisas, no reconhecimento de reacao cruzada em pré-transplante e
no monitoramento de reconstituicao imunoldgica apds o transplante de 6rgaos sdlidos. (27) O
método detalha os elementos do sistema imunitario, a sua funcao e interagcao com base em
andlises multiparamétricas necessarias e principalmente no cenario pré-transplante. (28) O
impacto da citometria de fluxo se apresenta também no controlo de reacoes imunes, no
acompanhamento de infeccdes e rejeicao do enxerto, assim como na afericao da
imunossupressao no contexto dos transplantes de drgaos sdélidos. No entanto, a Citometria de
Fluxo é uma técnica de suma importancia, pela qual oferece informacdes valiosas sobre o
estado imunoldgico de um destinatario ao transplante, actua no acompanhamento da funcao

imune apds o transplante de 6rgao e na avaliacao da satide do enxerto. (29)

A sensibilizacao contra antigenos HLA em pacientes submetidos a transplantes, seja
através de: exposicao prévia a transplantes, hemotransfusées, gestacdes ou abortamentos
(30), sao considerados relevantes quando ha presenca de anticorpos anti-HLA no periodo pré-
transplante, uma vez que estes anticorpos sao considerados fatores de risco conhecidos para
rejeicao e para faléncia do enxerto. (31) Com o surgimento das tecnologias na identificacao de
anticorpos especificos anti-Antigenos Leucocitdrios Humano (HLA), as avaliacdes clinicas e
imunoldgicas, antes e depois dos transplantes de 6rgaos e tecidos tém sido mais precisas,
contribuindo para o sucesso dos transplantes, elevando a taxa de sobrevida e,

consequentemente, a melhoria da qualidade de vida para os pacientes. (32)

Nas décadas de 1970 e 1980, foram introduzidos os termos de Classe |, a fim de
descreverem os antigenos HLA-A, HLA-B e HLA-C e Classe Il para descreverem os antigenos
HLA-DR, DQ e DP, e ja se sabia que a regiao HLA estava localizada no brago curto do nimero
de cromossomos 6 (33), na regidao do Complexo Principal de Histocompatibilidade (Major
Histocompatibility Complex - MHC). As bases fundamentais dos transplantes estdo
intimamente relacionadas ao MHC. Evidéncias crescentes sugerem um efeito prejudicial de
especifico do dador anticorpos dirigidos contra o leucdcito humano loci do antigeno (HLA) -A,

-B e -DR nos resultados do aloenxerto renal. (34)



Estudos tém sido conduzidos para a avaliacao de parametros imunoldgicos que
possam influenciar na interacao imunoldgica do enxerto. Uma das linhas de investigacao é a
avaliacao da influéncia das moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade no
transplante renal. (35) O estudo do receptor candidato a transplante de drgao sdlido foi
amplamente beneficiado pela definicao do padrao imunoldgico, contribuindo para a avaliagao

de risco de rejeicao antes e apds o transplante. (36)

Um estudo prospectivo avaliou o impacto da presenca de anticorpos anti-HLA pré-
transplante, sobre a sobrevida do enxerto no periodo de 3 anos, em que foram monitorados
347 receptores de transplante renal. Aps um periodo de 26 meses de acompanhamento, 62
pacientes desenvolveram anticorpos especificos do dador, dos quais 48 tinham um anticorpo
HLA-DQ, 33 pacientes apresentaram um anticorpo HLA-A, -B ou —DR.; apenas 14 pacientes
desenvolveram um anticorpo HLA-A, -B ou -DR especifico do doador sem a presenca de um
anticorpo HLA-DQ. A rejeicao aguda ocorreu em 21% dos pacientes apenas com HLA-DQ, os
pacientes que apresentaram proteindria foram significativamente maiores naqueles que
desenvolveram apenas HLA-DQ do que naqueles sem anticorpos. A sobrevida do enxerto de
3 anos foi significativamente pior quando os anticorpos HLA-DQ foram combinados com
anticorpos nao-DQ (52%) em comparacao com HLA-DQ sozinhos, anticorpos nao-DQ
sozinhos ou sem anticorpos (92-94%). O monitoramento prospectivo descobriu que os
anticorpos HLA-DQ especificos do dador eram o tipo mais comum detetado e que esses
anticorpos podem contribuir pararesultados inferiores do enxerto. A vigilancia continua se faz
necessdria para identificar, a longo prazo, anticorpos HLA-DQ especificos do dador, em

pacientes submetidos a transplante renal. (37)

Em outro estudo que avaliou anticorpos anti-HLA pelas técnicas de CDC (Complement
Dependent Cytotoxicity), microesferas e Crossmatch por citometria de fluxo em 134 pacientes
com transplante renal incompativel com HLA de 2003 a 2018, foram analisados para estimar
a sobrevida do paciente e do enxerto. Os resultados foram comparados com 0s grupos
definidos, relacionando o tipo e o periodo de episddios de rejeicao. Os autores demonstraram
que a sobrevida geral do paciente foi de 95%, 90% e 81%, e a sobrevivéncia do enxerto foi de
95%, 85% e 70% em 1,5 e 10 anos, respectivamente. A rejeicao mediada por anticorpos foi o

tipo de rejeicao mais frequente, com declinio significativo na sobrevida do enxerto por 10 anos.
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A rejeicao que ocorreu ou continuou a ocorrer apés as primeiras 2 semanas de
transplante foi a causa da reducao na sobrevida do enxerto, enquanto bons resultados foram

observados nagqueles com um tinico episddio de rejeicao precoce. (38)

Neste estudo, os autores incluiram 121 dadores vivos e 148 dadores caddveres, os
casos que nao foram previamente sensibilizados (PRA e DSA negativos) e foram submetidos
atransplante renal nos periodos de agosto 2012 ajaneiro de 2018. A hidpsia renal foi realizada
nos casos encontrados com > 2000 (MFI) de novo DSA contra HLA-A, HLA-B, HLA-DR. Os
doentes, foram tratados com plasmaférese e imunoglobulina intravenosa (IVIG) e rituximabe,
administrados nos casos com rejeicao mediada por anticorpos, detetada por bidpsia renal.
Além disso, a presenca de nao-DSA de novo tamhém foi avaliada nos casos. A presenca de
novo foi encontrada, através da identificacao das especificidades do anticorpo anti-HLA
usando o antigeno tnico Luminex esferas no soro receptor, DSAs de novo (anticorpos contra
HLA-A, HLA-B, HLA-DR e HLA-DQ) foram monitoradas em 23 casos. A positividade para
HLA-DQ foi detetada em 10 casos. Os valores de MFl eram> 4000 e 2000-4000 em 8 e 2
casos, respectivamente, nao foi encontrado DSA de novo, em 19 casos. A bidpsia foi realizada
em 8 casos devido ao desenvolvimento de MFI> 2000 de novo DSA contra HLA-A, HLA-B e
HLA-DR e os achados de rejeicao humoral aguda foram encontrados em 2 casos e a rejeicao
humoral aguda foi diagnosticada em 1 caso que desenvolvido de novo nao DSA. O
monitoramento de DSA de rotina em todos os casos, podem contribuir para os debates sobre

a necessidade de monitoramento de DSA em pacientes com baixo risco imunoldgico. (39)

Estudos realizados nos Estados Unidos, através do Registro Cientifico de
Destinatarios do Transplante (United Network for Organ Sharing — UNOS), a medida que
surgiram dados associando a correspondéncia de HLA com diminuicao do acesso ao
transplante para pacientes afro-americanos, os autores relataram que, nos tltimos anos, uma
das principais causas de perda do enxerto direcionava a rejeicao crénica mediada por
anticorpos, atribuida ao desenvolvimento de anticorpos de novo, contra incompatibilidade
HLA do dador expresso no enxerto. Os estudos mostraram que anticorpos sao mais
frequentemente expressos contra moléculas HLA-DQ dadoras, impactando na sobrevida do
enxerto e actuando na geracao de dadores especificos de HLA de novo. Conclui-se que os

anticorpos HLA também contribuiam para o aumento da sensibilizacao, medido pelo painel

n



reativo de anticorpos. Consequentemente era comum o comprometimento do acesso ao
transplante para pacientes que retornam a lista de espera e que precisava de um segundo
transplante. Entretanto foram observados que atribuia ao HLA-DSAs, efeito prejudicial sobre
resultado do transplante de drgao sdlido e que a grande maioria dos anticorpos de novo tinha
como alvo especifico as Moléculas HLA-DQ.24 do dador. Nos estudos foram utilizados os

ensaios de esfera de antigeno tnico nos testes de rotina. (40)

3.3. Diferencas entre os métodos Padrao e o Halifaster

Consideravelmente os protocolos de ensaio de FCXM, que detetam a presenca de
anticorpos HLA especificos do dador em soro do paciente, vém se tornando a base dos testes
de compatibilidade HLA, em que o procedimento de Crossmatch por citometria de fluxo
contribui para a agilidade dos ensaios (41), além da sua sensibilidade e especificidade, que sao
caracteristicas desse método em relacao a identificacao de anticorpos especificos do dador

(HLA-A /B / C/ DR/ DQ), sendo eles de importancia clinica no transplante renal. (42)

Dessamaneira, para os estudos realizados no laboratdrio de citometria de fluxo paraa
implementacao de um novo protocolo, se fez necessdria a sua validacao, em que o resultado
final foi obtido pela comparacao entre as respostas de duas amostras, o sangue do dador e 0
soro do receptor. Desse modo, para cada dador foram testados soros bem caracterizados,
com crossmatches virtuais positivos. Neste estudo foram realizados um total de 53 FCXM em
paralelo e utilizados soros negativos de homens nao sensibilizados e soros positivos de

pacientes hipersensibilizados, para ambos os protocolos.

Sobretudo, a aquisicao foi realizada em citdmetro de fluxo e foram empregados o0s
pontos de corte ja utilizados no laboratdrio para o FCXM convencional, que € 50 de desvio de
fluorescéncia do canal mediano MCFS para linfdcitos T e 80 MCFS para linfdcitos B. Os
resultados foram expressos em MCFS. Paralelamente a isso, a analise de dados foi realizada
eincluiu a correlacao de Pearson de desvios de canaais medianos obtidos para
cada prova cruzada com os protocolos padrao e Halifaster, bem como a comparacao do

protocolo com relacao a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
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negativo em relacao ao Crossmatch. Paraos cadlculos de sensibilidade e especificidade

de FCXM foram determinados usando analise da curva ROC.

Nesse contexto, se faz necessario ressaltar que foram obtidos também soros de
doentes tratados com Rituximab, e foi utilizada a pronase no tratamento das células dos

dadores vivos renais e dos dadores cadaveres.

As diferencas entre os dois métodos foram: o uso da pronase, Dnase, no Protocolo
Halifaster, no processo de tratamento das células, e o Ficool no Protocolo Convencional. Vale
ressaltar que o uso de medicamentos para o tratamento de dessensibilizacao, no receptor de
orgao, pode ocorrer o aumento de expressao de fundo, promovido por agregados,
principalmente nos linfdcitos B, relativamente ao uso da pronase, em que ha evidéncias de
ocorrer consumo e eventual diminuicao das mesmas e poder ocasionar interferéncia nos
resultados, por se tratar de amostras de sangue periférico ha prevaléncia de interferentes, que
podera ser a causa de possiveis erros referentes ao nimero de linfdcitos B, apresentados no

método Halifaster.

Estudos sugerem que em termos de tempo de tratamento das células, o Halifaster
possuialguma vantagem, comparado ao método Padrao, porém, quando sao utilizadas células
de sangue periférico, do qual o doente passou por tratamento de dessensibilizacao, o método
Convencional seria 0 mais vantajoso por nao utilizar a pronase e Dnase no tratamento das

células, conferindo a esse método o valor verdadeiro de células B.
Ainda que a técnica de Crossmatch por citometria de fluxo seja uma técnica bem

estabelecida em transplantes, a mesma deve ser validada para ser clinicamente aplicavel

como um padrao nos parametros de controle de qualidade dos enxertos.
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3.4. 0 Complexo Principal de Histocompatibilidade

O MHC é um complexo de genes altamente polimdrfos localizados no baco curto do
cromossoma 6, regiao em que sao codificados esses genes. Essa nomenclatura diz respeito a
importancia que os produtos dos seus genes tém na histocompatibilidade (43) e estd presente
em todos os mamiferos, em humanos, e é chamado HLA por serem descritos primeiramente

em leucdcitos. (44)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade foi descoberto como resultado de
estudos nos anos de 1937, e conduzidos inicialmente por Peter Gorer e mais tarde por George
Snell e colaboradores. Os autores aplicaram as técnicas de genética classica para a analise da
rejeicao de tumores e de tecidos normais transplantados, os estudos foram feitos sobre uma
regiao cromossomica contendo genes que influenciavam o resultado da rejeicao de

transplantes entre ratinhos de estirpes diferentes. (45)

O seu envolvimento na compatibilidade de tecidos levou a que este grupo de genes
fosse designado como I6cus de histocompatibilidade . Os I6cus dominantes foram designados
complexo maior de histocompatibilidade ou MHC, enquanto os outros foram designados

complexo menor de histocompatibilidade. (46)

Na espécie humana, Jean Dausset detetou anticorpos leucoaglutinantes capazes de
aglutinar leucdcitos de outros individuos no soro de pacientes politransfundidos e em 20% a
30% de mulheres multiparas (47). Dausset descobriu assim o primeiro antigénio humano
denominado MAC, agora HLA-A*02, um dos produtos dos genes do sistema: HLA
correspondente humano do MHC. Mais tarde, Jon Van Rood e Van Leeuwen publicaram a
descoberta de outro gene do sistema HLA de nome (FOUR) agora HLA-B (Bain et al), por volta
dadécadade 70, devido aos resultados dos estudos realizados anteriormente (Yunis e Amos,

Tosi, et al) conduziram a descoberta de novos genes, nomeadamente HLA-DR. (48)

Para Brown (et al), a heranca dos genes HLA é haplotipica, cada individuo herda e
transmite, em conjunto, alelos em bloco por cromossomo. Considerando que o individuo herda

dois haplétipos (um de origem materna, outro de origem paterna), cada individuo pode ter até
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dois alelos diferentes para cada especificidade HLA. No entanto, actualmente ja se conhece
em detalhe a estrutura e funcao dos genes classe | e classe Il do sistema HLA. Apesar de
actualmente desconhecermos ainda o mecanismo exacto que associa determinados alelos e
haplotipos, ou seja, conjunto de alelos de diferentes loci transmitidos em bloco de geracao em
geracao do sistema HLA a um elevado risco de desenvolver determinadas doencas

autoimunes. Desde 1967, segundo Amiel, esta associacao jd era conhecida.

As moléculas HLA codificadas sao glicoproteinas de superficie celular, as de maior
importancia na histocompatibilidade sao as moléculas de HLA de classe |, expressas em todas
as células nucleadas, e as de classe I, encontradas somente em células dendriticas, nos
linfcitos B, e nos macrdéfagos, os quais, estao divididos em trés grupos: sendo o primeiro
grupo chamado MHC classe |, sequndo grupo MHC classe Il e o terceiro grupo MHC classe lII.

(49)

A funcao fisioldgica das moléculas de MHC é a apresentacao de peptideos as células T,
fazendo o controle das respostas imunoldgicas a antigenos proteicos. Além da importancia
nos transplantes, o sistema HLA é amplamente avaliado em estudos de associa¢6es de alguns

genes com determinadas doencas e sua relevancia na populacao. (50)

Devido as suas multiplas fun¢oes, nomeadamente ao nivel da histocompatibilidade e
regulacao imunitdria, ainvestigacao em torno do sistema HLA despertou o interesse de varias
equipas de investigacao possibilitando a descoberta de largas centenas de alelos nos

diferentes genes. (51)
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Figura 3 Reconhecimento de antigenos de enxerto por células T alorreativas.(a) Via direta. Receptores de células
T (TCR). Muiltiplos lacos desta natureza entre os APC e células T podem dar origem a uma interacao forte o
suficiente para permitir a ativacao de células T. (b) Via indireta. Adaptado de (1)

3.5. MHCclasselell

Segundo Malissen (et al.), o sistema HLA, apresenta cerca de 4 Mb (megabases) de
extensao, e estd suhdividido em trés regides: classe |, classe Il e classe Ill, de acordo com a
estrutura e funcao dos seus genes. No que diz respeito aos genes classe |, localizados na
porcao mais telomérica do sistema HLA, e constituidos por varios exons, intercalados por
introns, que codificam para a formacao da cadeia polipeptidica alfa de receptores
glicoproteicos da membrana das células nucleadas, constituidos por uma regiao extracelular
de ligacao a antigénios, uma regiao transmembranar e um segmento citoplasmatico. Os
polimorfismos nos genes classe | localizam-se essencialmente nos exons 2 e 3, 0s quais
codificam para as estruturas moleculares alfa 1 e alfa 2 do receptor membranar onde se
localiza o sitio de ligacao aos antigénio. Para Doherty & Zinkernagel, estes receptores
membranares interagem com linfocitos T CD8 positivos que detectam alteracdes de
expressao nas células, alteracdes estas que podem ocorrer devido a infeccdes ou ao
desenvolvimento de células tumorais. Desta forma, os linfécitos T (CD8+) reconhecem as
células que deverao atacar para combater o avanco de uma determinada infec¢ao ou de um

tumor. (52)

Para Das et al., 0s genes classe Il localizam-se na regiao mais centromérica do sistema

HLA e codificam para as estruturas alfa e beta de receptores membranares que se expressam
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nas células que apresentam antigénios, nomeadamente linfdcitos B e células dendriticas. O
exon 2, que codifica para a estrutura extracelular do receptor membranar, responsavel pela
ligacao aos antigénios, concentra a maior parte dos polimorfismos nestes genes. Estes
receptores membranares, constituidos por uma porcao extracelular, uma regiao
transmembranar e um segmento citopldsmatico, reconhecem a presenca de elementos
estranhos e estimulam os linfdcitos T CD4 positivos, reforcando a resposta imunitaria contra

agentes infecciosos. (53)

Actualmente, diversos tipos de complicac6es podem encurtar a sobrevida de orgaos
solidos enxertados, entre essas, situam-se, as rejeicoes celulares e as mediadas por
anticorpos devido a presenca de anticorpos anti-HLA dador especifico no soro do receptor.
Essa sensibilizacao pode ocorrer nas gestacoes, transfusoes de sangue e transplante prévio.
Para que um transplante seja bem sucedido € relevante se ter conhecimento do sistema
imunoldgico, os antigenos presentes nos tecidos geneticamente diferentes e os genes que

codificam esses antigenos. (54)

Os genes do MHC classe | e MHC de classe Il, sao os mais relevantes para os
transplantes de 6rgaos sélidos, melhor definidos e conhecidos. Codificam as proteinas HLA-A,
HLA-B e HLA-C o MHC de classe |, 0s quais estao presentes na membrana de todas as células
nucleadas do organismo. Sua funcao é apresentar peptideos do metabolismo proteico das
células aos linfdcitos T citotoxicos. Ja o MHC de classe Il, que apresenta trés principais genes
que codificam as proteinas: HLA-DRB1, HLA-DQB1e HLA-DPB1, estao presentes em algumas
células apresentadoras de antigenos, nomeadamente os linfocitos B, macréfagos, Mondcitos

e células Dendriticas. (55)

Diante disso, a incidéncia de rejeicao pode ser diminuida com a verificacao da
compatibilidade entre dador e receptor quanto ao sistema ABO e ao sistema HLA. Vale
destacar que provas-cruzadas positivas contra linfocitos T sugerem a presenca de anti-HLA
classe | e em linfdcitos B, que confere a presenca da classe | e I, sucessivamente, devido a
expressao, ao mesmo tempo em sua superficie moléculas HLA classe | e classe Il, sendo que

as moléculas HLA classe | estao presentes em alta densidade nesse tipo celular.
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Os anticorpos detectados por CDC sao, em geral, direcionados contra antigenos HLA,
mas ocasionalmente podem ser direcionados contra antigenos nao-HLA. A utilizacao desses
métodos é de suma importancia na avaliagcao imunoldgica pré-transplante, com finalidade de
prevencao a rejeicao mediada por anticorpos, antes da realizacao de transplantes de 6rgao

sélidos. (56)

3.6. Anticorpos anti-HLA pré-transplante renal

Pacientes podem ser sensibilizados contra antigenos HLA através de exposicao
prévia, e a presenca de anticorpos anti-HLA no periodo pré-transplante é um fator de risco

conhecido e independente para rejeicao e para faléncia do enxerto. (57)

O estudo do receptor candidato a transplante de d6rgao sdlido foi amplamente
beneficiado pela descricao do padrao imunoldgico de pacientes, permitindo uma avaliacao de
risco de rejeicao antes do transplante. No entanto, arejeicao de transplantes de drgaos sélidos

tem sido associada a presenca de anticorpos anti-HLA.

No ambito dos transplantes renais, as rejeicdes mediadas por anticorpos podem trazer
consequéncias, e sua ocorréncia reflete na sobrevida do enxerto. Alguns autores alertam que
tais anticorpos podem ser detetados no soro dos receptores de transplantes de rim antes da
faléncia do enxerto (58), e por isso preconizam a monitorizacao dos anticorpos anti-HLA no
pré-transplante renal. Contudo, devido ao surgimento das tecnologias na identificacao de
anticorpos especificos anti-Antigenos Leucocitdrios Humano (HLA), as avaliacdes clinicas e
imunoldgicas antes dos transplantes de drgaos e tecidos tém sido mais precisas, contribuindo

para o0 sucesso dos transplantes, além de elevar a taxa de sobrevida dos pacientes. (59)

Evidéncias de varios estudos indicam claramente que a presenca de anti-HLA
circulantes anticorpos, especialmente especificos do dador, levam ao enxerto precoce perda,
e altos titulos de DSA podem até levar a hiperagudos ou rejeicao aguda acelerada. Enxerto de
longo prazo a sobrevivéncia também é adversamente afetada pela presenca de DSA pré ou

pos-transplante. Ja é sabido que a presenca de anticorpos anti-HLA circulantes leva a dano
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endotelial no 6rgao recém-enxertado através de vias dependentes ou independentes do
complemento. Dados coletados na dltima década indicam claramente um nivel
significativamente mais baixo de DSAs em pares idealmente combinados dador-receptor.
HLA incompativeis, especialmente aqueles em loci HLA-DR e HLA-C, tém implicacdes mais

amplas na sobrevida do enxerto pds-transplante. (60)

Em um estudo que avaliou a correlacao entre intensidade e especificidade de
anticorpos anti-HLA pré-transplante renal, nos 2 primeiros anos apds o transplante, de forma
a identificar fatores de risco ou marcadores de disfuncao precoces do aloenxerto, em que
observaram alteracdes histoldgicas do enxerto renal. O presente estudo incluiu um coorte
retrospectivo de receptores de transplante renal sensibilizados com anticorpos anti-HLA no
pré-transplante submetidos a bidpsia de enxerto. Os grupos foram divididos em funcao da
especificidade dos anticorpos anti-HLA: sem anticorpos dador-especificos (ndo-DSA, n = 29)
e com anticorpos dador-especificos (DSA positivo, n=16). Destes, 27 pacientes apresentaram
anticorpos dador-especificos e 62 apresentaram anticorpos inespecificos, 11 pacientes (40%)
com DSA e 33 (53%) sem DSA foram excluidos por nao terem realizado bidpsia do enxerto (p
=0,28).(61)

3.7. Usoda pronase e DNase no Crossmatch por Citometria de Fluxo

As provas cruzadas (ou crossmatch) identificam anticorpos que podem ocasionar
rejeicoes ao enxerto. A utilizacao desses métodos é de suma importancia na avaliagao
imunoldgica pré-transplante, com finalidade de prevencao a rejeicao mediada por anticorpos,

antes da realizagao de transplantes de 6rgaos sélidos. (62)

Entretanto, os testes de fase sdlida identificam anticorpos anti-HLA pré-formados
através dos métodos: Esferas de Antigeno Unico - (Single Antigen Beads - SAB), Prova
Cruzada Virtual (Virtual Crossmatch - VXM), Citotoxidade Dependente de Complemento
(Complement-Dependent Cytotoxicity Crossmatch - CDC-XM), Prova Cruzada por Citometria
de Fluxo (Flow cytometry Crossmatch - FCXM), sendo este considerado uma importante

tecnologia no laboratdrio clinico, devido ao aumento da sensibilidade em relagao ao CDCXM. A
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incidéncia de rejeicao pode ser reduzida com a verificacao da compatibilidade entre dador e
receptor, quanto ao sistema ABO e ao sistema HLA, através, também, do auxilio de algumas

técnicas e protocolos. (63)

O Crossmatch por Citometria de Fluxo é realizado para detectar a presenca de
anticorpos especificos do dador, no soro de potenciais receptores de aloenxerto renal, baseia-
se na incubacao do soro do receptor com linfdcitos totais do dador, seguida da adicao de
anticorpo secunddrio conjugado com fluorocromo. Tem a vantagem de propiciar a avaliacao,
independente e simultanea, da prova- cruzada contra os linfdcitos T e B do dador, além de ser
mais sensivel do que aprova-cruzada CDC-AGH. A desvantagem é que, por ser muito sensivel,
podem ocorrer resultados falso-positivos. (64) Além disso, um anticorpo monoclonal
marcado, que detecta células B CD19-PE, e um anticorpo monoclonal conjugado que deteta

células T CD3-PerCP, sao adicionados.

Esta combinacao permite a detecao simultanea de aloanticorpos que reagem com
células T e B e elimina a ligacao de fundo devido a Células Assassinas Naturais (Natural Killer
Cell- NK) e mondcitos. Os resultados sao entao analisados por citometria de fluxo e expressos
como positivos ou negativos com bhase em uma mudanca do MFI do soro de teste em relacao

ao soro de controle negativo. (65)

A incidéncia de rejeicao pode ser reduzida com a verificacao da compatibilidade entre
dador e receptor através, tambhém, do auxilio de algumas técnicas e protocolos. As provas
cruzadas (ou Crossmatch ) identificam anticorpos que podem ocasionar rejei¢des ao 6rgao
transplantado. (66) O tratamento de linfdcitos de dadores com pronase e DNase, que actua na
remocao de receptores Fcy de CD20 em células B, minimizando assim o reacao de fundo
(antigeno/anticorpo), proporcionando o melhoramento da especificidade e sensibilidade do
ensaio, também permite que o FCXM seja realizado em pacientes submetidos ao tratamento
de dessensibilizacao, eliminando a interferéncia deste anticorpo monoclonal. Isso concede
uma melhor avaliacao de risco no pré-transplante e alcanca melhores resultados na sobrevida

do enxerto. (67)
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Outros estudos, no entanto, sugerem que a utilizacao do Crossmatch por Citometria
de Fluxo, sendo um método baseado em células, mais sensivel para a deteccao de anticorpos
especificos do dador, em transplantes de 6rgaos. Em que, lamentavelmente, a reatividade de
fundo do FCXM, é elevada em ensaios com linfdcitos B, devido a ligacao nao especifica de
imunoglobulina por receptores Fc e imunoglobulinas de superficie de células B. Para reduzir a

reatividade de fundo em um ensaio de células B no FCXM, tratando os linfécitos com pronase.

Os autores notaram que o tratamento reduziu eficientemente a expressao de CD19,
CD20 e do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) | e Il em células B, mas
dependendo da concentracao, podem afetar significativamente a expressao de: CD19, CD20,
MHC-1 e -1l em células B. Este estudo revelou que o tratamento com pronase foi associado a
um aumento relativo da sensibilidade e especificidade no ensaio de células B na prova cruzada

contra linfgcitos por citometria de fluxo. (68)

Neste estudo, os autores comparam células tratadas com pronase e sem pronase, 0
tratamento com pronase de linfdcitos, em concentracdes mais altas para a remocao do Fc
CD20 da superficie de célula B. Em que, foram examinados, os efeitos do tratamento, com
pronase na expressao do antigeno leucocitdrio humano (HLA) no FCXM. Os linfcitos foram
testados sem tratamento e apGs o tratamento com 2 mg / mL de pronase em (10 dadores) ou
1mg / mL em (6 dadores). A concentracao de 2 mg / mL reduziu a expressao de HLA em 28
de 30 (93%) dos casos. O tratamento com 1mg/ mL de pronase aumentou significativamente
a reatividade em 20 de 23 testes de células T (87%,). Segundo os autores, esses dados
indicaram que o tratamento com pronase, conforme a sua concentracao, podem proceder em

resultados FCXM erroneos. (69)

A otimizacao do FCXM (o protocolo Halifax) inclui uma plataforma de bandeja de 96
pocos, tempos de lavagem reduzidos, aumento de soro para suspensao de células propor¢ao
de volume, incubacdes encurtadas e temperatura de incubacao mais alta. Ja o protocolo
Halifaster, que é relativamente modificado e utiliza métodos que melhoram a pureza dos
linfécitos em comparacao com a centrifugacao de gradiente de densidade, tanto no protocolo
Halifax quanto no Halifaster. (20) Recentemente, Liwski (et al), desenvolveram esses

procedimentos de FCXM, segundo os autores, reduz os custos do ensaio (em> 50%) e
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diminui o tempo de realizacdo do ensaio (em> 60%), sem comprometer a sensibilidade ou

especificidade.

Entretanto, uma série de melhorias tém sido descritas desde entdo, como
o tratamento de células de dadores com pronase e Dnase para aumentar a sensibilidade e
especificidade bem como a implementacao dos protocolos, nomeadamente o Halifaster na

rotina dos laboratdrios de histocompatibilidade. (70)

Contudo, atécnica de Crossmatch por Citometria de Fluxo, se caracterizou efectuando,
em duplicado, com amostras de sangue periféricas de dadores vivos, renais e com soros de
receptores de 6rgaos. Foi realizada uma comparacao entre os dois métodos de FCXM, a ser
um deles empregado no laboratdrio o Crossmatch por Citometria de Fluxo; e com outro
através do método Halifaster, pelo qual sao utilizadas células tratadas com as enzimas

Pronase e Dnase. (71)

O processo de transplante renal, aplicado actualmente, é resultado do avanco da
compreensao daimunologia de transplante de 6rgaos. As tecnologias de ensaios laboratoriais
foram desenvolvidas para caracterizarem a sensibilizacao do paciente e detectarem DSA na

prova cruzada pré-transplante. (72)

Segundo os dados fornecidos pela Sociedade Portuguesa de Transplantacao de
Orgaos foram realizados aproximadamente 2000 transplantes nos dltimos 30 anos, e
durante o ano de 2009 foram realizados 177 transplantes renais, sendo um total de 8136
transplantes, porém em 2008 foram 525, destes, 49 foram de dador vivo (9,3%). Segundo o
levantamento, o nimero de doentes que entram anualmente em didlise € significativamente
superior ao numero de doentes que sao transplantados e a existéncia de escassez de drgaos,
torna ainda mais agravante as condicdes do doente, que necessita do transplante,
contribuindo para o aumento do nimero de doentes em lista de espera. Neste mesmo estudo,
notaram que a percentagem de dadores vivos foram muito reduzidas (menos de 10%) em
comparagao com outros paises, e que o numero de rins transplantados que funcionaram
adequadamente foi de 89% no periodo de 12 meses, 78% em 5 anos e 51% no periodo de 15

anos e a percentagem de doentes transplantados renais que se encontram vivos foram de
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96,2% aos 12 meses, 91,2% aos 5 anos e 75% no periodo de 15 anos apds o transplante, até

finais de 2008.(73)

Neste estudo realizado em 2015, entre os numeros de doentes incluidos em
programas de hemodidlise, didlise peritoneal e transplantacao renal, os dultimos dados
disponiveis mostram que a hemodidlise continua a representar a principal técnica de
substituicao da funcao renal (com 59,7% de doentes prevalentes), a transplantacao renal com
6 3,6% de doentes prevalentes, e sendo a didlise peritoneal a técnica escolhida por menos de
10% dos doentes incidentes, representando apenas 3,7% dos doentes prevalentes em

tratamento substitutivo em 31de dezembro de 2016.

Segundo os autores, Portugal enfrentauma tendéncia de crescimento anual de doenca
renal crénica estadio 5, em didlise ou transplantacao, apresentando taxas elevadas de
incidéncia e prevaléncia de doenca renal cronica estadio 5, da Europa 226 e 1824. A nivel
mundial, a prevaléncia de doenca renal crénica estddio 5, sob a terapéutica substitutiva da
funcao renal, é apenas superada pela que se regista na Tailandia, Japao, Singapura e nos EUA.
Os fatores que podem justificar os valores elevados da prevaléncia da doenca renal crénica
estadio 5, sob terapéutica substitutiva da funcao renal em Portugal, sdo: as melhorias na
prestacao de cuidados de saude em geral apds o estabelecimento do Servico Nacional de
Saude em 1979, com elevada taxa de transplantacao renal incluindo doentes mais idosos,

como resultado dos avancos tecnoldgicos e aumento da sobrevida nestes grupos etarios. (74)

4. Estudo Pratico realizado em Laboratorio
4. Objectivo Principal

O objectivo principal consistiu na realizacao de um estudo, em duplicado, entre o
método Convencional j@ empregado no laboratdrio e o Halifaster, através da utilizacao da
técnica de Crossmatch por Citometria de Fluxo, entre esses dois métodos, mediante analises
estatisticas pertencentes ao controlo de qualidade, para uma possivel implementacao do
protocolo Halifaster na rotina do laboratdrio, com propdsito de aperfeicoamento das técnicas

ja utilizadas no pré-transplante renal, do sector de transplantacao de 6rgaos sdlidos.
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4.2. Métodos

Este foi um estudo prospectivo, avaliado pela técnica de FCXM, entre os métodos
Convencional e o Halifaster, em que foi realizada uma comparacao, entre esses dois métodos
e efectuado, mediante andlise estatistica de controlo de qualidade, a aceitacao do método.
Teve como propdsito uma possivel implementacao do protocolo. Entretanto, foram utilizadas
amostras de sangue periférico de dador vivo e soros de receptores de rim primario ou de re-
transplante, no pré-transplante. Dentro do periodo decorrido de quatro meses foram
realizadas 53 FCXM, na comparacao dos dois métodos, no Laboratdrio de Citometria de Fluxo

e Imunidade Celular.

Para tal, foram efectuados o controlo de qualidade interno, dos quais foram utilizados
dois para a validacao do método e indicadores de controlo na avaliagao de DSA sendo eles: o
controlo positivo e o controlo negativo. O controlo-negativo foi obtido de amostra conhecida,
relativo a um pool de soros de dadores A e B, masculinos nao transfundidos. No que diz

respeito ao controlo-positivo confere-se um pool de soros de doentes hipersensibilizados.

Na anadlise e aquisicao no citometro de fluxo, bem como nos controlos e as amostras,
foram calculados e a expressao dos resultados foram avaliadas separadamente as alteracoes
FL 1 (IgG FITC) por regiao; uma para cada populacao celular, entre as células T e células B.
Paralelamente, houve comparacao com a intensidade de fluorescéncia dos controlos-
negativos, valorizando a mediana dos canais em cada histograma. Os crossmatches foram
considerados positivos para as células T > ou igual @ média dos valores da mediana dos
controlos-negativos, mais 50 canais e positivos para células B > ou igual a média dos valores

da mediana aos controlos-negativos, mais 80 canais.

Alguns critérios foram estabelecidos para a validacao do ensaio, em que seriam validos
se obtivessem pelo menos 3 dos 4 critérios estabelecidos, o valor do controlo-negativo
estando dentro dos 2 SD, obtidos por calculos estatisticos e a variacao entre as réplicas do
controlo-negativo < 20%, e considerar o FCXM positivo > ou igual a média dos valores do
controlo-negativo, mais o numero de canais para as células T que sao 50 canais e positivos

para células B que sao 80 canais.
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As andlises estatisticas, envolveram os calculos: Média, Desvio Padrao (DP),

Coeficiente de Variacao (CV) e Z- score, Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor Preditivo

Negativo (VPN), calculos da Especificidade, Sensibilidade, Exatidao e andlises da curva ROC,

relativo a validacao dos ensaios do laboratdrio, conforme é apresentado em tabela a sequir:

Comparacao dos protocolos Convencional e Halifaster FCXM

Tabela 1 Comparagao entre os protocolos Convencional e o Halifaster

Parametro

Método de bandeja
FCXM Convecional

Protocolo Halifaster FCXM

Plataforma de Bandeja de 96 pocos Bandeja de 96 pocos
ensaio

Soro (uL) 20 30

Método de isolamento de células, preparagao Ficool EasySep ™ Direct, linfécitos
de células

Tempo de tratamento com pronase / DNase 15

(min)

Suspensao celular (uL) 100 15

Concentracao celular 25x106 15x10¢6

Primeira incubagao (min) 30 20

Lavagens (12 série)

5mina 250 x g12 lavagem

2 min nas demais

4 min a 800 x g12 lavagem

2 min nas demais

Tampao de lavagem (pL) 150 200

Coquetel de anticorpos (uL) 30 50

PBS / CD3 / CD19 / IgG-FITC ATAUL5pLSpl /20 L 46,88 /15/1,0/ 0125
Segunda incubagao (min) 20 5

Lavagens (22 série) 5mina250xg 4 min a 800 x g 12 lavagem

2 min nas demais
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4.3. Estudo Imunoldgico
4.3.1. Obtencao de células do dador

Nos casos de transplantes com dadores vivos, as células mononucleares dos dadores
foram obtidas a partir de 30 mL de sangue periférico coletados em tubos vacutainer (Becton

Dickson, Montainview, CA, EUA).

A suspensao celular obtida foi centrifugada a 800xg por 2 minutos, retirado o
sobrenadante; em seguida foi adicionada a pronase em uma concentracao ja ajustada
conforme a concentracao celular do dador, apds aincubacao no banho maria por 15 minutos, a
37°C. A sequir foi adicionada a Dnase também com o valor ajustado e realizada a incubacao
por mais 2 minutos, a 372C, apds transcorrido os 2 minutos, foi centrifugado e retirado o
sobrenadante e adicionado o DPBS, sequida de centrifugacao por 2 minutos a 800 xg, e

novamente retirado o sobrenadante.

Apdsisso, foi adicionado 1mL de DPBS as células, e estas analisadas em um contador
automatico e ajustadas o valor das células e dispensadas uma microplaca contendo 96 pocos
de fundo em U; foram dispensados 30 pL de cada soro e 15 pL de suspencao celular de
linfdcitos totais do dador tratados (1,5 x 106 células) por poco e incubados em temperatura
ambiente em rotacao por 20 min. Em sequida as células foram lavadas com 200 pL de tampao
de lavagem de fluxo, sequiu com adicao do coquetel de anticorpos (2 uL de anti-CD3-PerCP 1
uL de CD19-PE, 0,125 uL de anti-IgG-FITC com 50 uL de PBS), ajustados conforme o n® de
pocos utilizados, sendo adicionados em seguida. As células foram incubadas durante 5

minutos, no escuro.

Procedeu-se a lavagem das células por duas vezes, com 200 mL de tampao de
lavagem de fluxo seguida de centrifugacao, e ressuspensao em 150 mL de tampao de
lavagem de fluxo. Apds a transferéncia das amostras para tubos Falcon, contendo 250 pL de
tampao de lavagem de fluxo, a aquisicao ao citometro de fluxo BD FACSCalibur ™
(BD Bioscienses), para posterior leitura foi utilizado o software BD Cellquest ™

(BD Bioscienses).
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4.3.2. Anadlise estatistica

Levey-Jennings chart Pericdo:09-12-2020 — 16-04-2021 Lab: Citometria de
Flwco & Imunidade Celular, IPST-Porto Lot: CHN SLEZF 9069, Linfocitos T
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Grafico 1: Controlo de qualidade interno, como mostra o referente grafico no periodo em que foram testadas as 20 amostras,
nao se verificou qualquer alarme.
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Grafico 2: Controlo de qualidade interno, como mostra o grafico no periodo em que foram testadas as 20 amostras, também
obteve conformidade, mediante andlise.



Levey-Jennings chart Periodo:09-12-2020 — 16-04-2021 Lab: Citometria de
Fluxo e lmunidade Celular, IPST-Porto Lot: CN SLBZ 9069
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Gréfico 3: Como mostra o grafico no periodo em que foram testadas as 20 amostras, para as células T no método Halifaster,
também esteve dentro da normalidade.
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Gréfico 4: Como mostra o grafico no periodo em que foram testadas as 20 amostras, para as células B no método Halifaster,
também ndo observou qualquer alarme.

Levey-Jennings chart Pericdo:09-12-2020 — 16-04-2021 Lab: Citometria de Fluxo e
Imunidade Celular, IPST-Porto Lot: 200049
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No grafico 5, no mesmo periodo, verificou-se um alarme, como erro aleatdrio, na analise das 20 amostras,coincidindo

com a mudanca de lote do reagente CD3, voltando a normalidade ao longo dos ensaios.



5. Resultados

No periodo entre janeiro a abril de 2021, foram realizados 53 Crossmatch por
citometria de fluxo no pré-transplantes renal, no laboratério de Citometria de Fluxo e
Imunidade Celular. As andlises foram feitas em paralelo com as amostras do sangue periférico
do dador vivo renal e o soro do receptor, procedeu em duplicado a comparacao, entre 0s
protocolos Convencional e o Halifaster. Foram efectuadas analises estatisticas e controlo de
qualidade, para a aceitacao do método. No Halifaster houve a incubacao das células do dador

vivo renal, com a pronase é Dnase para tratamento das mesmas.

A partir dos resultados obtidos, entre os dois métodos de FCXM, em que, avaliou-se a

presenca ou auséncia de DSAs, nas amostras analisadas.

A anadlise dos resultados dos ensaios, foi cardcter qualitativo, devido a classificacao

dos resultados das amostras sendo definidos como, positivo e negativo.

As 53 amostras obtidas para o estudo das DSAs, dessa andlise, resultaram em: 35

sendo positivas para alguma DSA e 18 negativas para as mesmas:

Tabela 2: Estudo para VN, VP, FP, FN nas Células T no Método Convencional

Positivas

Negativas

VN 15 FN 14

FP O VP 10
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Tabela 3: Estudo para VN, VP, FP, FN nas Células B no Método Convencional

Negativas Positivas
VN 14 FN 4

FP 2 VP 19

Tabela 4: Estudo para VN, VP, FP, FN nas Células T no Método Halifaster

Negativas Positivas
VN 16 FN 18
FP 1 VP 5

Tabela 5: Estudo para VN, VP, FP, FN nas Células B no Método Halifaster

Negativas Positivas

VN 19 FN 10

Nas tabelas: 2,3,4, e 5, o total das 53 amostras, estao representadas, os resultados da
andlise dos verdadeiros-positivos (VP), verdadeiro-negativos (VN), falsos-positivos (FP) e
falso-negativos (FN), Linfécitos T e B, separados e em conjunto, para os protocolos

Convencional e o Halifaster.

Natabela 6, é possivel observar o nimero de MHC Classe |, totalizando 17 DSAs e MHC
Classe Il com 12 DSAs, e em conjunto, confere um niimero menor de DSA Classe | e I, para

ambos os métodos.



Tabela 6: Total de MHC classe |, classe Il e classe | e II, nos dois métodos

MHC CLASSE | MHC CLASSE 1l MHC CLASSE | e Il

19 12 4

Natabela 4, o total das 53 amostras estao representadas, os resultados da analise dos
verdadeiros-positivos e negativos e dos falsos positivos e negativos, dos Linfdcitos T e B,

separados e em conjunto, para os protocolos Convencional e o Halifaster.

No presente estudo, com a monitorizacao prospectiva e seriada dos anticorpos anti-
HLA pré-transplante renal foi possivel detetar nas amostras que resultaram como positivas

para as seguintes DSAs:

Tabela 7: DSAs apresentadas no teste de FCXM, em ambos os métodos.

MHC CLASSE | MHC CLASSE I

A2 1769, A311708, A33 1414, A3 2662, A68 1311, B35 DQ5 6465, DR7 1096, DR4 4496, DQ2 6253, DR8 6481,
1254, B44 2421, B51 3593, B57 1208,

Cw6 9412, Cw7 1988, Cw5 7082, Cw18 6550, Cw4 DR9 4911, DR53 2054, DQ7 1717, DQ6 4390, DR52 1467,
11643, Cw8 3209, Cw14 5265, Cw15 6162, DR14481, DR131620.

Associacao entre variaveis qualitativas foi realizada através das analises de DSAS,
utilizando a analise estatistica da curva ROC e a comparacao entre essas curvas foi realizada
através do teste Log- Rank. Valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. A
analise estatistica foi realizada com auxilio do programa SPSS para Windows, versao 22

(SPSS Inc, Chicago, EUA).

As andlises obtidas para linfécitos T 05/40 Verdadeiro-positivo, 16/40 Verdadeiro-
negativo, 1/40 Falso-positivo e 18/40 Falso-negativo. Para linfécitos B, 08/40 Verdadeiro-
positivo, 19/40 Verdadeiro-negativo, 03/40 Falso positivo, e 10/40 Falso-negativo, no
protocolo Halifaster. E para linfécitos T 10/39 Verdadeiro-positivos, 15/39 Verdadeiro-
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negativo, 0/39 Falso-positivo e 14/39 Falso-negativo. Para linfdcitos B, 19/39 Verdadeiro-
positivo, 14/39 Verdadeiro-negativo, 02/39 Falso positivo, e 04/39 Falso-negativo, no
protocolo Convencional. A partir desses valores foi efectuado andlise estatisticada Curva ROC,
e utilizamos um Cut-Off, com o valor obtido para linfécitos T e B, para ambos os testes FCXM,

foi de 1000 MFI.

O valor obtido paralinfécitos T foi 1000 MFI com uma sensibilidade associada de 50%;
especificidade 94,0%; valor preditivo positivo 20,0%; valor preditivo negativo 48,0%. O AUC
da curva ROC foi de 0,70 (p <0,05). Para linfcitos B, o valor ideal de corte, de 1000 MFI com
uma sensibilidade associada de 90,0%; especificidade 86,0%; valor preditivo positivo de
84,0%; valor preditivo negativo 88,0% e a AUC de A curva ROC foi de 0,80 (p <0,05), no
Halifaster. O valor obtido para linfdcitos T foi 1000 MFI com uma sensibilidade associada de
50%; especificidade 60,0%; valor preditivo positivo 68,0%; valor preditivo negativo 70,0%. O
AUC da curva ROC foi de 0,70 (p <0,05). Para linfécitos B, o valor ideal de corte, de 1000 MFI
com uma sensibilidade associada de 82,0%; especificidade 87,0%; valor preditivo positivo de
70,0%; valor preditivo negativo 88,0% e a AUC de A curva ROC foi de 0,80 (p <0,05), no

método Convencional.

Tabela 8: Estatisticas da curva ROC, AUC (area sob a curva) com os intervalos de confianca

HALIFASTER CONVENCIONAL
Linfécitos T Linfdcitos B Linfécitos T Linfécitos B
Cut-off (MFl) 1000 1000 1000 1000
AUC 0,70 (p<0,05). 0,80 (p<0,05), 0,70 (p <0,05 0,80 (p<0,05
Sensibilidade (%) 50% 90,0% 50% 82,0%;
Especificidade (%) 94,0%; 86,0%; 60,0%; 87,0%;
VPP (%) 20,0%: 84,0%: 68,0%; 70,0%;
VPN (%) 48,0% 88,0% 70,0% 88,0%
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6. Discussao

0 impacto clinico dos anticorpos anti-HLA classe | na rejeicao aguda e na perda do
enxerto ja é conhecido. No entanto, a importancia clinica dos anticorpos classe Il também é
relevante. Observou-se que na maioria dos casos aqui estudados, os anticorpos anti-HLA
classeleclasse Il foram detectados simultaneamente. Constatou-se que ambas as classes de

anticorpos podem exercer efeito deletério sobre o enxerto renal, pois tanto anticorpos anti-
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HLA dador-especifico classe | quanto classe Il apresentam maior risco de rejeicao aguda e de

perda do enxerto.

Para estes procedimentos, em bandeja de 96 pocos, tanto para o Protocolo
Convencional quanto para o Halifaster,em que para a primeira foram utilizadas o Ficool para o
isolamento das células, por gradiente de densidade, e o Protocolo Halifaster,fez uso das beads,

que sao esferas imunomagnéticas com seleccao negativa.

A andlise dos resultados, relacionados a tabela 1 entre os protocolos Convencional e o
Halifaster, relevaram que, em termos de tempo de lavagem, no protocolo Halifaster utilizou-
se menos tempo em comparacao ao Convencional, tanto na primeira, quanto na sequnda série
de lavagens. Quanto a quantidade de tampao de lavagem, também nao houve diferenca entre
as duas técnicas. Porém, com relacao ao tempo, na primeira e na segunda incubacao, o

Convencional teve um acréscimo de cerca de 35 min comparado ao Halifaster.

Referente a quantidade em microlitros de soro, o Halifaster é maior, ou seja, tem uma
adicao de 10 pl., e na quantidade de coquetel de anticorpos, também tem um ligeiro aumento,
cerca de 20 pl., comparado ao Convencional. Relativamente a quantidade de suspensao
celular, o Convencional tem um aumento de 85 pl., em comparacao ao Halifaster. Os dados da
tabela revelam que houve um ganho em tempo de incubacao, no Protocolo Halifaster, mesmo
com o acréscimo de 15 min, no tratamento das células com a pronase e Dnase; em termos de

tempo pode ser vantajosa a inclusao deste protocolo na rotina do laboratdrio.

Como mostram as demais tabelas, no decorrer dos estudos, entre as 35 amostras
positivas em 10 (28%), dos resultados verdadeiro-positivo para os linfécitos T, e em 19 (54%),
para os linfécitos B, e foram 15 (42%), verdadeiro-negativo para os linfocitos T, e 14 (40%),
para os linfdcitos B, entretanto, para os falsos-positivos, os linfdcitos T, obteve-se 0O de
resultado e 2 (6%) para os linfdcitos B, ja para os falsos-negativos foram 14 (40%) para os
linfécitos T e 4 (11%) para os linfdcitos B, no método convencional. Vale ressaltar que entre os
verdadeiros-negativos, os resultados tiveram uma pequena semelhanca entre os linfécitos T
e B, eumverdadeiro-positivo, consideravel para o linfdcito B, conforme é mostrado nas Tabela

2e3.
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Na comparacao entre 0 Método Halifaster, o estudo mostrou que 5 (14%) verdadeiro-
positivo para o linfécito T e 8 (22%) para o linfdcito B, e para o verdadeiro-negativo foram 16
(36%), para o linfécito T, contra 19 (54%) para o linfdcito B, na analise do falso-positivo para os
linfocitos T, obteve-se 1(2%) de resultado e 3 (8%) para os linfécitos B, ja para os falsos-
negativos 18 (51%) para os linfécitos T e 10 (28%) para os linfécitos B, como referido
anteriormente, podendo proceder devido ao uso de medicamentos, que confere o aumento de
expressao de fundo, promovido por agregados decorrentes de lavagens ineficientes, a estar
aumentado no método Halifaster. Portanto é possivel concluir que os verdadeiros-negativos
para os linfécitos T e B, tanto para o Convencional quanto para o Halifaster, nao houve
diferenca, quanto ao verdadeiro-positivo para os linfdcitos B, foi muito menor no Método
Halifaster, e entre os falsos-negativos, entre os dois métodos, o Convencional, obteve-se um

valor mais baixo em comparacao ao Método Halifaster.

No entanto é possivel se considerar esses valores mais baixos entre os verdadeiros-
positivos nos linfdcitos B, devido ao tratamento das células com a pronase, que agem nos
receptores Fc CD20 das células B, diminuindo a expressao HLA e que também atua no

consumo das mesmas.

Estudos prévios mostram que o tratamento de linfocitos com pronase, usados para
reduzir a ligacao inespecifica de imunoglobulinas em testes FCXM, obtiveram resultados
significativos para antigenos HLA de classe | em células T 10%, para as de classe Il células B
37%. Este estudo foi realizado com a utilizacao de células tratadas e nao tratadas com
pronase, e concluiu-se que a depender da quantidade de pronase, houve um consumo e

eventual diminuicao dos linfdcitos.

7. Conclusoes

Este relatério de estdgio teve por finalidade descricoes inerentes as atividades
realizadas ao longo do periodo de estdgio curricular, na busca de se cumprir o objectivo de
consolidar, tanto na vertente tedrica como na pratica, os conhecimentos e competéncias a

nivel da técnica de Crossmatch por Citometria de Fluxo, empregadas nos protocolos Padrao e
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Halifaster,bem como o processo de validagcao de um método, que podera vir a serintroduzido
futuramente no laboratdrio, e o conhecimento no ambito da transplantacao de drgao sélido,
nomeadamente o renal, teve como objectivo principal o aprimoramento de conhecimentos ao

longo dos quatro meses.

Com efeito, no presente relatdrio, o resultado obtido neste estudo demonstrou que
para todas as amostras analisadas, os testes foram validos, entretanto, para os dadores vivos,
o uso da Pronase e DNase, para o tratamento das células B, no Protocolo Halifaster, se
alcancou o consumo das mesmas. Contudo, devido ao tratamento de dessensibilizacao,
realizado antes do transplante pelos doentes, percebeu-se que também podem contribuir na
interferéncia dos resultados. Foi um periodo particularmente desafiador, uma vez que este
estudo se desenvolveu simultaneamente a inesperada pandemia de Covid-19. Entretanto, a
partir deste estudo é esperado continuidade de outros, a despeito da possivel validacao do

Protocolo Halifaster.

E finalmente este trabalho espera ter contribuido, de alguma maneira, com a
investigacao cientifica e na busca por mais avancos nas técnicas empregadas. Foi realizado
com maior foco, determinacao e cuidado quanto possivel e pode-se dizer, sem duvida alguma,

que o tempo investido foi profundamente valido.
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