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TIPIFICAGAO PARA TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA
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Resumo

O transplante de 6rgaos e tecidos é considerado forma terapéutica eficaz em tratamentos de muitas doencgas.
Atualmente no Brasil, o REDOME ¢é um banco de dados que reune informagbes genéticas de pessoas
cadastradas para doagdes, sendo redirecionado pelo SUS, o 6rgao responsavel por todas as formas de
transplantes, e desta forma ambos sao acionados quando ha compatibilidade de transplante. O transplante
de medula éssea é utilizado no intuito de substituir a medula 6ssea comprometida do receptor, e por ser
um transplante alogénico, envolve a necessidade de que o doador seja genotipicamente idéntico ou o mais
semelhante possivel ao receptor. O que determina a alogenicidade nos transplantes, e consequentemente
as rejeicdes nos mesmos sao as moléculas de HLA ou MHC, os genes que codificam estes antigenos estao
localizados no cromossomo 6p21.3, e se dividem em classes |, Il e Ill. Sabe-se que os loci do sistema HLA
sd0 os mais polimoérficos no genoma humano, e esta diversidade alélica nos genes tem sido revelada ao
longo das ultimas trés décadas devido aos avangos dos conhecimentos em genética molecular, analises
genotipicas e alélicas. A tipificagéo para o transplante de medula 6ssea é realizada por PCR, sendo a técnica
de Sanger a mais utilizada atualmente no Brasil, embora exista 0 sequenciamento de nova geragao, NGS,
que fornece maior quantidade de informagbes genéticas em apenas um instrumento. Devido ao avango nas
pesquisas e desenvolvimento de novas técnicas atualmente permite-se maior sobrevida dos individuos que
passaram por um transplante de medula 6ssea, uma vez que as moléculas HLA sdo fundamentais alvos das
respostas de rejeicao no transplante alogénico.
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Abstract

Transplantation of organs and tissues is considered an effective therapeutic form in treatments of many
diseases. Currently in Brazil, REDOME is a database that gathers genetic information of people registered
for donations, being redirected by SUS, the body responsible for all forms of transplants, and in this way
both are triggered when there is transplant compatibility. Bone marrow transplantation is used to replace the
compromised bone marrow of the recipient, and because it is an allogeneic transplant, it involves the need for
the donor to be genotypically identical or as similar as possible to the recipient. What determines allogeneicity
in transplants, and consequently the rejections in them are HLA or MHC molecules, the genes encoding
these antigens are located on chromosome 6p21.3, and are divided into classes I, Il and lll. It is known that
HLA system loci are the most polymorphic in the human genome, and this allelic diversity in genes has been
revealed over the last three decades due to advances in molecular genetics, genotypic and allelic analyzes.
The classification for bone marrow transplantation is performed by PCR, and the Sanger technique is the most
commonly used in Brazil, although there is the new generation sequencing, NGS, which provides the largest
amount of genetic information in just one instrument. Due to advances in the research and development of
new techniques, it is now possible to increase the survival of individuals who have undergone a bone marrow
transplant since HLA molecules are fundamental targets of rejection responses in allogeneic transplantation.

Keywords: HLA. Histocompatibility. Bone marrow transplantation.

1 Académica do Curso de Bacharelado em Biomedicina da Universidade Tuiuti do Parana (Curitiba, PR).

2 Biotecnologista, Mestre em Ciéncias Farmacéuticas pela Universidade Federal do Parana (Curitiba, PR).

3 Biomédica, Doutora em Patologia Experimental e Comparada pela Universidade de Séo Paulo; Coordenadora do Curso
de Biomedicina na Universidade Positivo (Curitiba, PR).

Revista Eletrénica Biociéncias, Biotecnologia e Satde, Curitiba, n. 20, maio-ago. 2018. 89



revista eletronica

Biociéncias, Biotecnologia e Saude  wajjm-a s

r

VU,

1 Introducao

Atualmente otransplante ou enxerto de 6rgéos e tecidos € considerado alternativaterapéutica
segura e eficaz no tratamento de diversas doengas, o que acarreta em melhoria na qualidade e na
perspectiva de vida. Com inovacbes e aperfeicoamento de técnicas cirurgicas, desenvolvimento
de imunossupressores e compreensdo imunolégica da compatibilidade e rejeicéo, os transplantes
deixaram de ser tratamentos experimentais e se figuram como procedimentos muito eficazes no
controle das insuficiéncias terminais de alguns 6rgaos e faléncia de alguns tecidos (ABTO, 2009;
ITNS, 2011).

Com estas inovagdes e com a maior seguranga no procedimento, o nimero de transplantes
realizados mundialmente continua crescente. No Brasil, desde 1964, quando foi efetuado
o primeiro transplante de rim, ja ocorreram até 2012, mais de 75.600 transplantes de 6rgaos
sélidos. Trata-se de um sistema de lista unica de espera, que garante a equidade no acesso a
esta modalidade de tratamento. De acordo com o Registro Brasileiro de Transplantes, cerca de
30.547 pessoas aguardavam por transplante de 6érgédos em 2012, sendo que no primeiro semestre
foram realizados somente 3.703 transplantes (ABTO, 2012).

Embora o Sistema Nacional de Transplantes direcione esforgos para aumentar os indices
de cirurgias para transplantes na populagao brasileira, a desproporgao crescente do numero de
pacientes em lista versus o numero de transplantes € um fato inquestionavel, em que, dentre
os fatores limitantes, estdo a nao notificacao de pacientes com diagndstico de morte encefalica
as Centrais de Notificacdo, Captagdo e Distribuicdo de Orgdos, apesar de sua obrigatoriedade
prevista em lei, a falta de politica de educacao continuada aos profissionais da saude quanto ao
processo de doagao-transplante e todos os desdobramentos decorrentes do ndo conhecimento
desse processo, além da recusa familiar (ABTO, 2009; MENDES et al., 2012).

Além destas limitagdes, ainda existe o problema de rejeicdo ao tecido transplantado pelo
receptor, sendo esta ocasionada por complexos protéicos existentes nas células dos tecidos
doados. Desta forma, descoberto ha mais de 50 anos (BECK; TROWSDALE, 2000), o MHC
(Major Histocompatibility Complex) humano ou Antigeno Leucocitario Humano (HLA - Human
Leukocyte Antigen), possuem seus loci genéticos envolvidos na rejeicao de transplantes, doencgas
autoimunes e situagdes clinicas diversas envolvendo o sistema imune (KLEIN; SATO, 2000).
Esse sistema ficou conhecido devido a rejeicdo das moléculas, reconhecidas como antigenos
nos tecidos recebidos em transplantes. Entretanto, apesar das rejeigcdes entre individuos néo
totalmente compativeis, estas estruturas sdo primordiais no Sistema Imunoldgico (Sl), e estédo
presentes em todas as células nucleadas, ja que seu papel bioldgico primario esta na regulagéo
da Resposta Imune Adaptativa (CHOO, 2007).

Tendo em vista a importancia destas moléculas, seu mau funcionamento acarreta em
problemas importantes no Sl, e quando séo expressos adequadamente na superficie celular,
podem ocasionar rejei¢cdo nos transplantes entre individuos geneticamente diferentes (KLEIN;
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SATO, 2000P). Neste contexto, a elucidagao da associagao entre transplantes e o HLA foi uma das
descobertas mais significativas para a pratica de transplante, uma vez que ficou essencialmente
definido a importancia da histocompatibilidade entre doador-receptor (TERASAKI et al., 2014).

Atualmente, ha mais de 6 milhdes de doadores voluntarios de medula éssea cadastrados
no registro norte-americano do National Marrow Donor Program® (NMDP), (BMTBASICS, 2017)
e segundo o relatoério anual de (2010) da World Marrow Donor Association havia mais de 14,6
milhdes de doadores registrados, sendo o Brasil ocupante do terceiro lugar no ranking (REDOME,
2017).

Devido a importancia do sistema HLA para a terapia de transplante, optamos pela revisao
sistematica para selecionar artigos que associassem o sistema HLA a tipificacao através das
técnicas para histocompatibilidade de transplante de medula 6ssea, uma vez que a revisao
sistematica (RS) € um método de sintese de evidéncias que avalia criticamente e interpreta
todas as pesquisas relevantes disponiveis para uma questao particular, area do conhecimento ou
fenbmeno de interesse, através da qual também sao classificadas tipos de estudos produzidos
por uma metodologia confiavel, rigorosa e auditavel (BRASIL, 2012).

2 Metodologia

Esta pesquisa foi realizada entre os meses de julho e novembro de 2017, sendo estipulado
data dos artigos publicados nos bancos de dados que variaram entre os anos 1997 e 2017. As
palavras-chaves utilizadas nas bases de dados Scielo, Pubmed e Scopus foram: Immune response
AND HLA OR Human Leukocyte Antigen AND bone marrow transplantation, Histocompatibility
AND Bone Marrow Transplantation, typing AND HLA AND bone marrow transplantation, sendo
que todos os artigos selecionados foram armazenados no programa Endnote®.

Para critérios de inclusdo foram considerados artigos somente em inglés, contendo
informacgdes que associassem o HLA ao transplante de medula 6ssea e que fizessem correlacao
da tipificacdo do HLA para histocompatibilidade.

Como critérios de excluséo foram livros, artigos com data de publicagao anterior a 1997,
revisdes sistematicas, artigos que associassem o HLA a doencgas autoimunes ou qualquer outro
tipo de patologia, inclusive pés-transplante, artigos que mencionassem o TMO sem relacionar
ao HLA, estudos de casos, estudos in vitro ou com animais, estudos com etnias ou populagdes
especificas, com excec¢ao da populagao brasileira, e artigos envolvendo tratamento ou interagdes
medicamentosas. Os critérios de exclusao selecionados foram utilizados, uma vez que o objetivo
principal do trabalho foi relacionar o sistema HLA a tipificacdo de histocompatibilidade ao
transplante de medula 6ssea. Os artigos que nao estavam dentro dos objetivos propostos e os
duplicados foram excluidos pelo programa Endnote® e também manualmente.

A pesquisa nas bases de dados revelou 5705 artigos, nos mais diversos idiomas, conforme
ilustrado na figura 1. Destes, 1845 artigos encontravam-se duplicados e foram excluidos tanto pelo
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programa Endnote® quanto manualmente, além da exclusdo de 2896 artigos por ndo estarem
dentro dos objetivos. Foram selecionados 964 artigos para leitura do resumo, dos quais 115 foram
lidos na integra, sendo 49 artigos utilizados na produ¢ao dessa revisao.

Os artigos incluidos neste estudo foram avaliados de acordo com os seguintes aspectos:
relacionar a resposta imune do sistema HLA ao transplante de medula éssea alogénico, sem
alguma patologia especifica relacionada ao transplante ou doencas pdés-transplante (doenca do
enxerto contra o hospedeiro — GVHD), além da tipificacdo HLA para histocompatibilidade entre
doadores e receptores de medula 6ssea.

Artigos encontrados
imicialmente = 5705

Artigos duplicados Artigos duplicados Artigos excluidos por
excluidos pelo Endnote® = excluidos manualmente = estarem fora dos objetives
1521 324 = 2896

Artigos selecionados para
leitura do abstract = 964

Artigos selecionados para
leitura na integra = 115

Artigos selecionados para
revisdo =49

Figura 1: Fluxograma. Diagrama demonstrativo relacionado a busca nos bancos de dados
e selegao de estudos incluidos.
Fonte: o autor, 2017.

3 Discussao

O Brasil possui hoje um dos maiores programas publicos de transplantes de érgaos e tecidos
do mundo. Com 548 estabelecimentos de saude e 1.376 equipes médicas autorizadas
a realizar transplantes, o SNT (Sistema Nacional de Transplantes) esta presente em 25
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estados do pais, por meio das Centrais Estaduais de Transplantes. A Politica Nacional de
Transplantes de Orgéos e Tecidos esta fundamentada na legislagéo (Leis nos 9.434/1997
e 10.211/2001), tendo como diretrizes a gratuidade da doacao, a beneficéncia em relagcao
aos receptores e ndao maleficéncia em relagcao aos doadores vivos. Estabelece, também,
garantias e direitos aos pacientes que necessitam desses procedimentos, e regula toda a
rede assistencial por meio de autorizagbes e reautorizagcdes de funcionamento de equipes
e instituicbes. Toda a politica de transplante estd em sintonia com as Leis n° 8.080/1990
e 8.142/1990, que regem o funcionamento do Sistema Unico de Saude (SUS) (MARINHO;
CARDOSO; ALMEIDA, 2011).

Partindo deste pressuposto, entre 1955 e 2008, mais de 240 mil transplantes de medula
Ossea foram realizados em todo o mundo em 450 centros de transplante em 47 paises, para
o tratamento de mais de 50 tipos diferentes de doengcas (HOROWITZ, 2008). Até 2010, eram
realizados por ano entre 25.000 e 35.000 transplantes autélogos de medula e aproximadamente
15.000 transplantes alogénicos (CHINEN; BUCKLEY, 2010).

No Brasil, o Registro Nacional de Doadores Voluntarios de Medula Ossea (REDOME) foi
criado em 1993, para reunir informagdes de doadores voluntarios de medula 6ssea. Atualmente
possui mais de 4 milhdes de doadores cadastrados, sendo o terceiro maior banco de doadores
de medula 6ssea do mundo, ficando atras do banco de medula norte-americano, que conta
com aproximadamente 7,9 milhdes e do alemao que possui cerca de 6,2 milhdes de doadores
(REDOME, 2017).

Quando nao ha um doador aparentado para o paciente que necessita de um transplante
de medula 6ssea, o REDOME busca doadores voluntarios, ndo-aparentados. Para selecionar
o doador nao-aparentado mais compativel com o receptor, é realizada a tipificacao HLA dos
individuos usando as mais diversas técnicas de biologia molecular disponiveis.

3.1 O sistema HLA e o transplante de medula 6ssea

O Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC-Major Histocompatibility Complex)
ou Antigeno Leucocitario Humano (HLA - Human Leukocyte Antigen), foi descrito, com suas
funcdes, apenas nos ultimos 20 anos (BECK; TROWSDALE, 2000). Estes sdo antigenos de
superficie celular e de tecidos capazes de induzir uma resposta imunoldgica diante de um
receptor geneticamente alogénico, podendo resultar em rejeicao de érgao ou de tecidos dos
portadores desses antigenos (CHINEN; BUKLEY, 2010).

Os genes HLA estédolocalizados no brago curto do cromossomo 6, mais especificamente na
regiao 6p21.31, diferenciados em trés classes, I, Il e lll, sendo estas estrutural e funcionalmente
diferentes (KLEIN; SATO, 20002), conforme ilustra figura 2 (préxima pagina).
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Figura 2: Mapa da regido HLA. A regido HLA esta localizada no cromossomo 6, possui trés classes: |, Il e lll, com
fungdo de mediar respostas imunitarias, sendo apresentados os principais loci de cada classe.
Fonte: Adaptado de (MEHRA; KAUR, 2003).

Existem pelo menos 17 loci de classe | da regido HLA, sendo que apenas a combinagao
de trés desses loci (HLA-A, -B, -C) representam aloantigenos importantes para transplantes. As
moléculas HLA-A, -B, -C sao altamente polimérficas, sendo o locus B, o mais polimorfico entre eles
(FORMAN et al., 2016). A classe | consiste em uma cadeia de glicoproteina codificada-HLA e é
associada de forma nao covalente a uma molécula de b2-microglobulina, codificada no cromossomo
15 e é encontrada em células nucleadas, em sua maioria. Esta se liga a peptideos derivados de
proteinas sintetizadas endogenamente, e apresentam estes peptideos principalmente para as
células T CD8 + (ERLICH; OPELZ; HANSEN, 2001). Essa classe possui ainda uma cadeia pesada
com trés dominios extracelulares a (a1, a2 e a3) e um dominio 3 (82 microglobulina) (CHOO, 2007),
conforme ilustra figura 3.

Antigenos de HLA de classe Il sdo compostos por moléculas HLA-DR, -DQ e -DP, tendo uma
distribuicdo mais limitada nos tecidos, sendo expressos apenas em linfocitos B, linfocitos T ativados,
mondcitos, macréfagos, células de Langerhans, células dendriticas, no endotélio e células epiteliais.
Cada molécula de HLA de classe Il € um heterodimero composto por 2 cadeias a e 2 cadeias j3,
associados a cerca de aproximadamente 230 aminoacidos (KLEIN; SATO, 2000; MCCULLOUGH,
2016), sendo os loci DR, DQ e DP, os genes que codificam os principais produtos expressos dessa
regiao (MCCULLOUGH, 2016).

A classe lll da regido HLA, esta localizada entre os alelos HLA-B e HLA-DR (FIGURA 3)
(KLEIN; SATO, 2000), e compreende cerca de 60 genes com aproximadamente 700kb de DNA,
tornando-se a regido mais densa do genoma humano (FORMAN et al., 2016) e determina a
estrutura de trés componentes do sistema do complemento, C2, C4 e o fator B (KLEIN; SATO,
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2000). Essa classe esta relacionada as fung¢des dos antigenos HLA e possui mecanismos de
controle para os genes dessa regido (SHANKARKUMAR, 2004). Diferentes da classe lll, as classes
| e Il compartilham propriedades funcionais e estruturais que as classificam dentro da familia
das imunoglobulinas, embora as sequéncias e estruturas sejam diferentes entre si, essas duas
classes codificam polipeptidios que controlam o reconhecimento de células T, o que determina sua
compatibilidade no transplante (FORMAN et al., 2016).

L9 0

.".IL-HO ;
-

A .k.,-;_n..t.a._?'x'._,.ﬂ
EERE Ll

.-,..J.';.S\.g, LK

Classe | Classe |l

Peptideos

Fenda para ligagio de antigenos

. Membrana Plasmatica

Figura 3: Estrutura das moléculas HLA classes | E Il. A molécula classe | é formada por cadeias a (a1, a2 e a3) e uma
cadeia B2-microglobulina. A molécula de classe Il € formada pode cadeias a (a1 e a2) e B (B1 e B2); a fenda para
ligagédo de antigenos é formado pelos dominios a1 e a2 nas moléculas de classe | e a1 e 1 nas moléculas de classe Il.
Fonte: adaptado de (BASICMEDICALKEY, 2017).

O transplante de medula éssea tem evoluido ao longo de um periodo de 50 anos, sendo
que as primeiras tentativas para transfundir células entre pacientes apresentaram pouco sucesso
(THOMAS, 1999), entretanto somente em 1968, ficou estabelecido o primeiro transplante, de rim,
com maior sobrevida do enxerto entre gémeos com HLA idéntico (SINGAL; MICKEY; TERASAKI,
1969). Apos a definicdo do sistema HLA possivel selecionar doadores consistentes entre individuos
HLA nao-idénticos, demonstrando melhores resultados no transplante de células hematopoiéticas
(THOMAS, 1999).

O transplante de células estaminais hematopoiéticas alogénicas € utilizado para tratar
malignidades hematoldgicas, anemias graves, imunodeficiéncias congénitas graves, e doencgas
metabdlicas hereditarias (THOMAS, 1999). O resultado de transplante de um doador nao-aparentado
€ influenciado pela medula éssea de um receptor HLA correspondente (FLOMENBERG et al., 2004).

Neste contexto, o sistema HLA representa a principal barreira de histocompatibilidade em
transplante de células estaminais, e o nivel de HLA correspondente é preditivo na evolugao clinica
do transplante, em que as moléculas HLA-A, HLA-B e HLA-DR sé&o consideradas como os principais
antigenos de transplante. As células-tronco hematopoiéticas sdo melhor suportadas a partir de um
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gémeo idéntico e/ou um irm&o com HLA idéntico genotipicamente. Para aqueles que nao tém um
irmao compativel, um individuo com HLA parcialmente idéntico pode ser considerado um doador
aceitavel, mas nestas condigées ha uma maior possibilidade de riscos para como GVHD aguda,
faléncia do enxerto, e mortalidade (CHOO, 2007).

O sistema HLA ¢é altamente complexo tanto genética, quanto bioquimica e funcionalmente,
sendo que compreendé-lo ainda € um grande desafio. Isto porque embora esse sistema ja tenha sido
traduzido e aplicado clinicamente (KLEIN; SATO, 2000P), ainda ha lacunas a serem preenchidas, o
que instiga os pesquisadores buscarem novas explicagdes e entender a respeito desse sistema e
como ele funciona nas mais adversas situagoes.

3.2 Histocompatibilidade e transplante de medula 6ssea

Os antigenos HLA alogénicos podem provocar fortes respostas imunes, quando ha enxerto
de 6rgéaos ou tecidos (THOMAS, 2000) entre individuos ndo genotipicamente idénticos, sendo estas
respostas responsaveis por tornar os antigenos HLA uma grande barreira para o transplante entre
os individuos (RAJALINGAM, 2016).

A histocompatibilidade entre doador-receptor € um pré-requisito para o sucesso de qualquer
transplante, em especial o de medula 6ssea (BONTADINI, 2012). A rejeicdo aos transplantes foi
associada ao desenvolvimento de anticorpos no receptor, uma vez que os loci genéticos envolvidos
nesse processo localizam-se na regiao HLA (MCCULLOUGH, 2016). Os genes desse sistema
codificam uma série complexa de moléculas relacionadas a histocompatibilidade, desempenhando
um papel central na resposta imune e determinando o sucesso do transplante (THOMAS, 2000).

Segundo Elsner e Blasczyk, até 2002 existiam doadores suficientes para receptores
portadores de antigenos HLA comuns, embora seja praticamente impossivel de se encontrar um
doador HLA compativel para portadores de antigenos raros (ELSNER; BLASCZYK, 2002), uma
vez que a probabilidade de se encontrar um doador compativel em trés loci altamente polimoérficos,
como A, B e DRB1, é remota, permitindo certas incompatibilidades entre doador-receptor nao
aparentados (ERLICH; OPELZ; HANSEN, 2001).

Neste contexto, existe um nivel de tolerancia de incompatibilidade entre doador-receptor,
que dependera do tipo de transplante a ser realizado, assim como a chance de haver portadores
de alelos raros, o que dificulta encontrar um doador altamente compativel. Quando ndo ha um
irmao genotipicamente idéntico, mas ha doadores potenciais ou alternativos com algum tipo de
incompatibilidade (ELSNER; BLASCZYK, 2002), existem protocolos a serem seguidos dependendo
do nivel de alogenicidade, para que nao haja rejeicao (HOWARD et al., 2015).

Portanto, o principal objetivo da histocompatibilidade é identificar um doador HLA compativel
ou adequado geneticamente ao receptor, para reduzir riscos de complicagdes pds-transplante,
resultantes de transplante entre individuos HLA incompativeis (THOMAS, 2000), que podem levar
o receptor a 6bito.
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3.3 Tipificagdo de HLA para transplante de medula 6ssea

Historicamente, a tipificagdo de HLA era usualmente realizada por tipagem soroldgica de
antigenos HLA, sendo substituida posteriormente por técnicas utilizando DNA, como a Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) desenvolvida por Saiki e colaboradores em 1985, que trouxe um
avancgo na genotipagem HLA, e assim, estas metodologias que utilizam DNA amplificado tém sido
amplamente utilizadas em todo o mundo (TRAJANOSKI; FIDLER, 2012).

O surgimento de tecnologias baseadas em DNA e seus avangos, incluindo sequenciamento
baseado na tipificagcao genética do individuo (MEHRA, 1998) revelou através do Projeto Genoma
Humano (VENTER et al., 2001) a enorme diversidade genética do DNA humano, inclusive do
sistema HLA (MEHRA, 1998).

Ao longo das ultimas décadas, as técnicas e metodologias utilizadas na tipagem do HLA
apresentaram avangos tecnologicos com melhora na resolucdo, reducdo de custos e tempo
(TRAJANOSKI; FIDLER, 2012), sendo os polimorfismos dos genes HLA responsaveis por
impulsionar o desenvolvimento de novas tecnologias (DUNN, 2011).

Em relagdo ao TMO (Transplante de Medula Ossea), é exigida a tipificagdo em nivel alélico
para avaliar a compatibilidade do HLA de classe | -A, -B e C, e para o de classe Il os loci DR e
DQB1, ja que se sabe que certas incompatibilidades estao intimamente ligadas a chamada DECH
(doenca do enxerto contra o hospedeiro) (BONTADINI, 2012) e a sobrevida entre receptores nao
aparentados com os doadores esta associada a compatibilidade entre individuos (HANSEN et al.,
1998).

Assim, a tipificagdo do HLA pode ser realizada usando uma variedade de métodos que
podem ser classificados como de alta ou baixa resolugdo. Neste contexto, as metodologias de
alta resolucdo, como o sequenciamento, sdo utilizadas para determinar diferencas unicas de
aminoacidos entre as moléculas de HLA, que podem néo ser identificadas nas técnicas de baixa
resolugéo, sendo obrigatéria a tipificacdo HLA do individuo para fins de transplante de medula
ossea, através do sequenciamento (HALE, 2006).

Entre doadores-receptores ndo-aparentados para tipificacdo HLA, os peptideos derivados
do doador podem ser diferentes do receptor devido a mutagbes ou polimorfismos nos genes
(KLEIN; SATO, 2000). Essas pequenas diferengas podem ser reconhecidas pelas células T do
receptor (SIMPSON; ROOPENIAN, 1997), desencadeando uma cascata imunoldgica levando
a rejeicdo do enxerto. Portanto, a tipificacdo HLA para verificar a histocompatibilidade entre
doador-receptor, € uma das maiores preocupacgdes dos centros de transplante, levando ao maior
investimento em pesquisas para melhoria das técnicas e metodologias, tanto em especificidade
quanto sensibilidade dos métodos, para evitar possiveis rejei¢gdes, que podem ser fatais para o
receptor.

Nos ultimos anos varias técnicas essencialmente utilizadas para TMO foram desenvolvidas e
modificadas, incluindo a PCR-SSP (PCR-sequence-specific-primer), PCR-SSOP (PCR - sequence-
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specific-oligonucleotide probe), SBT (PCR-sequencing-based-typing) e, mais recentemente, o
sequenciamento de nova geragédo (NGS — Next Generation Sequencing) (DUNN, 2011).

A grande vantagem do SBT ¢ a sua precisdo (BONTADINI, 2012), além de ser a Unica técnica
que detecta diretamente as sequéncias nucleotidicas de um alelo (ROZEMULLER; TILANUS,
2000). E uma técnica de abordagem atual, bastante utilizada no Brasil, fundamental no campo dos
transplantes, pois alcanga maior resolucao, inclusive para alelos HLA, sendo a técnica de Sanger,
que consiste em quatro reagbes com terminator fluorescentes, onde cada reacdo termina em
multiplos pontos ao longo da cadeia de DNA, assim as bases nitrogenadas sao definidas, através
do método de terminacao de cadeia que simplificou o sequenciamento do genoma (ZHAO; GRANT,
2011).

O NGS se refere a uma classe de tecnologias de sequenciamento de alto rendimento, pois
permite que milhdes de moldes de DNA sejam sequenciados em paralelo, gerando assim uma
quantidade sem precedentes de informacao genética num unico instrumento de execugéo, incluindo
dentre os beneficios praticos da NGS uma maior capacidade de sequenciamento, multiplexagem de
amostras, maior sensibilidade no diagndstico, a miniaturizagcao do fluxo de trabalho, além de custos
mais baixos (LAN; ZHANG, 2015).

Tipificagdes baseadas em amostras de DNA apresentam vantagens significativas, pois sao
mais especificas, possuem reagentes especificos de tipificagdo como primers e sondas baseadas
em sequéncia de nucleotideos especificos; além da flexibilidade, uma vez que os reagentes séo
desenvolvidos para novos alelos descritos (ERLICH; OPELZ; HANSEN, 2001; CANO et al., 2007).

O uso de técnicas especificas para a tipificagdo HLA depende dos requisitos laboratoriais,
visto que a escolha sera influenciada pela urgéncia e individualidade clinica do paciente, numero
de amostras, disponibilidade de equipamentos, profissionais habeis e orcamento disponivel, ja que
alguns laboratdrios utilizam combinagao de métodos, dependendo de suas necessidades, de acordo
com as aplicagdes clinicas, podendo ser necessaria uma tipagem de alta ou baixa resolugéo, sendo
obrigatdria a tipificagdo de alta resolucao para transplante de medula éssea entre individuos néo
aparentados (BONTADINI, 2012).

Conclusao

No Brasil, o0 SUS é o érgao responsavel pelos transplantes de medula 6ssea, inclusive
financeiramente, através do REDOME, um banco de dados que relne as informagdes dos
doadores voluntarios cadastrados através de um sistema que cruza as informacdes genéticas
desses doadores com as dos individuos na fila do transplante. Havendo compatibilidade entre
doador-receptor ambos sdo convocados para efetivar possivel doagcdo. Nao apenas o contato
com os doadores voluntarios e o aval financeiro sao as dificuldades para que ocorra efetivamente
o transplante, dentre todos os obstaculos que envolvem o sucesso dos transplantes € a rejeicao
mediada imunologicamente a tecidos estranhos, uma vez que as estruturas do doador ndo séo

98 Revista Eletrénica Biociéncias, Biotecnologia e Saude, Curitiba, n. 20, maio-ago. 2018.



revista eletronica

Biociéncias, Biotecnologia e Saude  wajjm-a s

r

7 N

reconhecidas como préprio pelo S| do receptor, havendo intensa resposta imune contra estas,
levando a destruicdo do tecido transplantado.

O sucesso do aloenxerto depende da minimizagao desta resposta imunolégica, que pode
ser obtido através da escolha de histocompatibilidade entre o par doador-receptor para o HLA.
Esta verificacdo da histocompatibilidade vem sendo mais precisa, em nivel molecular, devido ao
desenvolvimento e aprimoramento das técnicas de biologia molecular, como as varias modalidades
de sequenciamento, cada vez mais avangadas e sensiveis, permitindo selecionar doadores nao
aparentados, mas geneticamente histocompativeis, diminuindo os efeitos de perda do enxerto ou
remissao da doenca, melhorando a sobrevida do individuo transplantado. Com o avanc¢o dessas
técnicas, a exigéncia de profissionais especializados nesse ramo da saude vem aumentando, e
com isso, € cada vez mais necessario que os grandes centros de transplantes e os fabricantes
dos produtos de biologia molecular, disponibilizem treinamentos para melhor desempenho dos
profissionais engajados nesse promissor setor, uma vez que as técnicas desenvolvidas exigem
profissionais especialistas nessa area de conhecimento.
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