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RESUMO

O Projeto Genoma Humano (1990) foi um programa internacional publico que buscou mapear o
genoma humano e conhecer as fungbes de cada gene. Um incentivo mundial para a producéo
cientifica, resultando em grandes avancos tecnoldgicos na area de sequenciamento genético,
impulsionando a evolucdo das técnicas do método Sanger (anos 70) até as de Sequenciamento de
Nova Geracao (NGS) atualmente usadas. Técnica esta, amplamente utilizada nas tipagens genéticas
de HLA, dado de suma importdncia para o sucesso de transplantes de 6rgdos e tecidos,
principalmente medula éssea, onde a compatibilidade deve ser de quase 100%. A pesquisa apresenta
a frequéncia alélica e perfil HLA populacional capixaba, com base em quatro anos de aplicacdo da
técnica de NGS no Estado do Espirito Santo. Foi analisado o perfil genético HLA da populagdo
capixaba por meio de 10.237 laudos de tipagem genética realizados entre 2020 e 2024 no Unico
laboratério de histocompatibilidade do Estado do Espirito Santo. Utilizando os dados de NGS do
software de andlise TSV, as frequéncias alélicas foram comparadas a populac¢des internacionais. Os
alelos mais frequentes corresponderam majoritariamente a populacdes europeias e descendentes
caucasianos, com uma presenca de perfis asiaticos, apesar da baixa representacdo de individuos
asiaticos no Estado. Observou-se, ainda, uma significativa ocorréncia do alelo HLA-B*51:01:01,
associado ao risco de Doenca de Behcget, indicando a necessidade de novos estudos para investigar
a predisposicdo genética a essa condi¢do entre os capixabas. Com isso, o estudo contribuiu para o
entendimento genético local, auxiliando a salde publica em campanhas de doacgéo e transplantes.

PALAVRAS-CHAVE: Perfil alélico. Frequéncia alélica. HLA. NGS.

ABSTRACT

The 1990 Human Genome Project was an international public program that sought to map the human
genome and understand the functions of each gene. It provided a worldwide incentive for scientific
production, resulting in major technological advances in the area of genetic sequencing, driving the
evolution of techniques from the Sanger method (1970s) to the Next Generation Sequencing (NGS)
currently used. This technique is widely used in HLA genetic typing, a very important piece of
information for the success of organ and tissue transplants, especially bone marrow, where
compatibility must be almost 100%. This project aims to present the allele frequency and HLA profile of
the population of Espirito Santo (ES), obtained through four years of application of the NGS technique
in the state of ES. This study analyzed the HLA genetic profile of the population of ES through 10,237
genetic typing reports performed between 2020 and 2024 in the only histocompatibility laboratory in
the state. Using NGS data from the TSV (analysis software), allele frequencies were compared to

1 UniSales - Centro Universitario Salesiano.

2 Doutora em Biologia Vegetal pela Universidade Federal do Espirito Santo (UFES); Mestra no mesmo programa
(UFES); onde atuou com qualidade pés-colheita; estadios de maturagdo; quimiometria e quimidtipos da espécie
Schinus terebinthifolia (aroeira). Graduada em Ciéncias Biologicas Bacharelado e Licenciatura no Centro
Universitario Salesiano. Docente no Centro Universitario Salesiano (UNISALES) de Ensino Superior do Cursos
de Ciéncias Bioldgicas, Biomedicina, Engenharia Civil e Engenharia de Producgéo.

3 Licenciada em Ciéncias Bioldgicas pelas Faculdades Integradas Sdo Pedro — FAESA/ES. Especialista em
Qualidade no Servigo de Saude pela Fundag¢édo Educacional Lucas Machado — FELUMA/MG.

4 Farmacéutica Bioquimica pela Faculdade de Farméacia e Bioguimica do Espirito Santo. Responsavel Técnica no
LIG Biologia Molecular e Imunogenética.

RECIMAZ21 - Ciéncias Exatas e da Terra, Sociais, da Saude, Humanas e Engenharia/Tecnologia


https://doi.org/10.47820/recima21.v6i1.6130

v.6, n.1, 2025

A A RECIMA21 - REVISTA CIENTIFICA MULTIDISCIPLINAR
REClMAz ISSN 2675-6218
PERFIL E FREQUENCIA ALELICA DOS GENES HLA NA POPULAGAO DO ESTADO DO ESPIRITO SANTO
Suzana Biccas da Silva, Nataly Senna Gerhardt Barraqui, Priscila Pinto de Souza Klippel, Marcia Biccas

international populations. The most frequent alleles corresponded mainly to European populations and
caucasian descendants, with a surprising presence of Asian profiles, despite the low representation of
Asian individuals in the state. A significant occurrence of the HLA-B*51:01:01 allele was also
observed, associated with the risk of Behcget's disease, indicating the need for further studies to
investigate the genetic predisposition to this condition among Espirito Santo residents. The research
contributes to local genetic understanding, assisting public health in donation and transplant
campaigns.

KEYWORDS: Allelic profile. Allele frequency. HLA. NGS.

RESUMEN

El Proyecto Genoma Humano (1990) fue un esfuerzo internacional para mapear el genoma humano y
comprender la funcion de cada gen, impulsando avances en la secuenciacidon genética, desde el
método Sanger hasta la Secuenciacién de Nueva Generacion (NGS) actual. La NGS es clave en la
tipificacién genética HLA, esencial para la compatibilidad en trasplantes de o6rganos y tejidos,
especialmente de médula Gsea. Este proyecto presenta la frecuencia alélica y el perfil HLA de la
poblacion de Espirito Santo, analizados mediante NGS en 10.237 informes de tipificacion genética
entre 2020 y 2024, realizados en el Unico laboratorio de histocompatibilidad del estado. Los resultados
comparados con poblaciones internacionales mostraron alelos comunes en poblaciones europeas y
caucésicas, Yy, de forma sorprendente, presencia de perfiles asiaticos pese a su baja representacion
en la regidn. Ademas, se detectd una prevalencia significativa del alelo HLA-B*51:01:01, vinculado al
riesgo de enfermedad de Behcet, lo que sugiere la necesidad de mas estudios sobre predisposicién
genética a esta enfermedad en Espirito Santo. Esta investigacion enriquece el conocimiento genético
local y contribuye a mejorar la salud publica, especialmente en campafias de donacidn y trasplante.

PALABRAS CLAVE: Perfil alélico. Frecuencia alélica. HLA. NGS.

1. INTRODUCAO

O Projeto Genoma Humano (PGH) iniciado em 3 de outubro de 1990 nos Estados Unidos,
com a participacdo de varios paises de todo o mundo, incluindo o Brasil, foi um programa
internacional e publico, com objetivos bem definidos. O principal objetivo foi mapear o genoma
humano para conhecer onde cada gene esté localizado nos cromossomos, bem como conhecer a
estrutura molecular de cada gene e descrever a fungdo de cada um, seja correlacionando-o0 com
doencas ou a sua acdo em individuos saudaveis. Simultaneamente, desenvolver novas tecnologias
relacionadas ao DNA e seu sequenciamento, assim como desenvolver a bioinformética, possibilitando
gue todos os envolvidos no projeto tivessem acesso as informacdes prontamente e pudessem realizar
uma comunicacao efetiva entre os diversos grupos internacionais atuantes no programa. Delineou-se,
também, mapear o genoma de organismos modelos de outras espécies, incluindo procariotos, para
efeito de comparacéo com genes humano (Oso6rio; Robinson, 2013).

A sequéncia dita completa do genoma humano, publicada em 2004, quando o programa
finalizou 92% de todos os sequenciamentos, ndo representa um individuo, mas varios recortes unidos
de individuos diversos. A despeito disso, a gama de dados gerados pelo PGH, implica em um avancgo
na medicina e na biologia incomparavel até entdo. Com isso, espera-se que o conhecimento
originado do projeto auxilie no maior entendimento de doengas causadas por genes e contribua em
tratamentos personalizados, diagndsticos pré-natal e pré-sintomatico. Devido ao PGH, diversas novas

areas da saude foram estabelecidas, dando inicio a conhecida “era genbmica”, como a
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toxicogendmica, a protedmica, a farmacogenémica, a filogenbmica, a genbmica, a glicbmica, a
transcritbmica, a metaboldmica e a metagendmica (Osdério; Robinson, 2013).

Grandes questionamentos éticos foram levantados com o desenvolvimento do PGH, tanto
gue se estipulou os Bermuda Principles, diante da preocupacéo de patentes serem formadas em cima
de sequenciamentos pela industria farmacéutica, bem como de quem teria acesso as informacgfes
individuais genéticas e para que uso (eugenia genética, processos seletivos, outros). Tais normas,
regulamentavam a publicacéo diaria, publica e de facil acesso a comunidade cientifica de todas as
descobertas realizadas pelos participantes do programa (Porcionatto, 2020).

O grande volume de dados compartilhados pelo projeto catapultou a producéo cientifica no
gue se refere ao conhecimento sobre o genoma humano. Visivelmente demonstrado este aumento no
numero de trabalhos publicados, pesquisando se no PubMed por “human genome” (Porcionatto,
2020):

e 1965 a 1989: 4.387 publicacdes;

e 1990 a 2001: 23.697 publicacdes;

e 2002 a 2020: 147.923 publicacdes.

O projeto estimulou tanto os estudos a respeito do genoma humano, quanto o
desenvolvimento tecnolégico para o sequenciamento do DNA e o armazenamento de tamanha
informacdo gerada. A época do inicio do projeto, os pesquisadores usaram 0s métodos de
sequenciamento de primeira geragdo, desenvolvidos baseados nas descobertas da década de 70:
técnica de sequenciamento Maxam Gilbert (método de clivagem quimica) e o método de
sequenciamento Sanger, auxiliado pela técnica de amplificacdo em PCR (Polymerase Chain Reaction
- Reacdo em Cadeia da Polimerase) que amplifica pequenos fragmentos de DNA para a analise
(Soares et al., 2023).

No inicio do projeto, o sequenciamento era executado de forma manual, sendo um processo
longo e demorado, além de possuir um alto risco de erro humano, o que elevou a necessidade de
desenvolvimento tecnolégico e resultou em sequenciadores de DNA automatizados, acelerando o
decorrer do programa (Porcionatto, 2020).

No inicio dos anos de 2000, novas técnicas de decodificacdo de DNA foram desenvolvidas,
reduzindo ainda mais o tempo de sequenciamento e, também, os custos para a sua execugao.
Métodos que utilizam marcadores moleculares, identificando-os em escalas gendmicas, absorvendo
diversas técnicas bésicas, aumentando a sua sensibilidade e resolucdo na tipagem gendmica, as
técnicas NGS (Next Generation Sequencing - Sequenciamento de Nova Geracdo) (Soares et al.,
2023).

Os novos métodos chamados de NGS podem ser divididos em (Costa et al., 2023):

e Segunda geracdo: o pirosequenciamento como, por exemplo, 0s sequenciamentos da

Roche 454, llumina/Solexa, ABI/SoLiD e lon Torrent;

e Terceira geracdo: SMRT (PacBio) e Nanopore (MinlON);

e Quarta geracao: atualmente sob desenvolvimento, com utilizacdo somente em centros

académicos de pesquisa.
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As técnicas de NGS foram primordiais para a conclusao do PGH em margo de 2022, quando
0s 8% restantes do mapeamento gendémico foram concluidos. A evolugdo no sequenciamento é
notéria, uma vez que no método Sanger lia-se uma amostra de até 1.000 pares de base por leitura,
enquanto no NGS pode se trabalhar com fragmentos curtos (100 a 600 pares de base - tecnologia de
segunda gerag¢édo) ou fragmentos longos (até 900 mil pares de base - tecnologia de terceira geragéo),
de forma simultdnea, gerando a leitura de milhdes de fragmentos e, ainda, sem necessitar da etapa
de eletroforese utilizada no método Sanger (Nacarato, 2023).

Para além da celeridade e especificidade nas leituras do mapeamento de DNA, certamente a
maior contribuicdo para a propaga¢do do uso dos sequenciadores de nova geracgéo, foi a grande
diminuicdo de custos para que o deciframento do DNA fosse realizado. Verificou-se que, em 2004,
com a automacado do método Sanger, o custo para 0o sequenciamento havia diminuido pela metade,
se comparado com o inicio do programa. Uma vez introduzido o NGS, o custo chega a representar
apenas 10% do praticado em 2001 (Costa et al., 2023).

Logo ap6s a primeira publicacdo do mapeamento do PGH, em 2001, foi criado o Projeto
Epigenoma Humano (PEH), visando apontar, classificar e elucidar a importancia génica nos padrdes
de metilacdo dos genes. O estudo visava identificar as ativacdes de genes, podendo resultar em
doencas e diversas outras expressdes génicas. A primeira area de estudo foi o complexo principal de
histocompatibilidade humano (CHP - MHC do inglés major histocompatibility complex), area de muita
variabilidade e expressédo génica, localizado no brago curto do cromossomo 6, associada a imunidade
do ser humano, seja na rejeicdo de transplantes, expressdo de doencas autoimunes e
imunodeficiéncias, dentre tantas outras questfes relacionadas (Osoério; Robinson, 2013).

Os genes do CHP, também conhecido como sistema HLA (Human Leucocyte Antigen -
antigeno leucocitario humano), sdo primordiais para o resultado positivo de transplantes de érgaos,
sendo uma area codominante com extenso polimorfismo. O I6cus do HLA engloba 6 &reas principais
em trés regibes classificadas como classe | (HLA A, HLA B e HLA C), classe Il (HLA DR, HLA DQ,
HLA DP) e classe lll (C2, C4 e fator B) (Menezes, 2019).

A compatibilidade genética do HLA em transplantes, principalmente quando se trata do
transplante de medula 6ssea (TMO), é essencial para 0 seu sucesso, uma vez que exerce funcao
central na resposta imune e no éxito do tratamento. A ndo compatibilidade implica em respostas
imunes severas, como a Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH) e o fracasso do
transplante. Como os genes do HLA séo autoss6micos e codominantes, sendo que cada ser humano
possui dois cromossomos 6 herdados de seus genitores, a compatibilidade idéntica necessaria para o
TMO, torna-se ainda mais dificil de se encontrar em doadores néo aparentados (Rocha et al., 2023).

O Estado do Espirito Santo apresenta uma composicdo populacional diversa, resultado de
intensos fluxos migratérios ao longo de sua historia. Inicialmente, a populacdo era composta
predominantemente por portugueses, povos indigenas e africanos trazidos como escravizados. Com
0 passar do tempo e a crescente pressao internacional pelo fim da escraviddo, o governo imperial
implementou politicas de incentivo a imigracéo, buscando transformar a sociedade brasileira por meio

da insercdo de imigrantes europeus e expandir a lavoura cafeeira. Até a década de 1960, a economia
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do Espirito Santo dependia fortemente do café, que representava entre 60% e 80% da producédo
econdmica local, favorecendo a fixagao de diferentes grupos de imigrantes, incluindo europeus, sirios,
libaneses, asiaticos e norte-americanos. Esse cenario proporcionou um crescimento populacional
expressivo, estimado em 61 vezes 0 niumero de habitantes originais. Além das imigracdes associadas
a economia cafeeira, o desenvolvimento industrial do estado entre o final dos anos 1970 e a década
de 1980 atraiu novos contingentes populacionais, tanto de migrantes estrangeiros quanto de pessoas
de outros estados brasileiros, contribuindo para a complexa configuragdo demografica atual do
Espirito Santo (Dadalto, Dota; 2023).

De acordo com o ultimo Censo brasileiro (2022) promovido pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatisticas (IBGE), o estado do Espirito Santo possui 3.833.712 pessoas, com uma
populagédo estimada para 2024 de 4.102.129 pessoas. Sendo que a populacdo espirito-santense
mostra-se dividida em pessoas pardas (49,8%), brancas (38,6%), pretas (11,2%), indigenas (0,3%) e
amarelas (0,1%), apds sofrer a grande miscigenacao devido as ondas de imigragfes ao territorio do
estado (IBGE, 2023).

O presente estudo objetiva mostrar o perfil e a frequéncia alélica dos genes HLA na
populagédo do estado do Espirito Santo, através de uma amostra das tipagens genéticas de HLA
realizadas pelo Laboratério LIG — Biologia Molecular e Imunogenética, para identificar quais alelos
sdo mais e menos frequentes, comparando o perfil encontrado com o perfil populacional do estado do
Espirito Santo. Verificando-se assim, se as tipagens realizadas no LIG, Unico laboratério de
histocompatibilidade autorizado a realizar tais exames via SUS no estado, estdo demonstrando o
perfil populacional capixaba, auxiliando em tomadas de decisBes acerca de campanhas locais para
doacdo de o6rgaos, principalmente de medula éssea, que possuem maior especificidade para a

realizacéo do transplante.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. HLA

Na resposta imune adaptativa, os antigenos séo identificados por dois tipos principais de
receptores moleculares altamente varidveis: as imunoglobulinas, presentes nas células B, e os
receptores antigeno-especificos das células T. As células T s6 conseguem reconhecer antigenos
(peptideos de proteinas de patdgenos) exibidos na superficie das células. Esses peptideos sédo
apresentados por glicoproteinas especializadas chamadas moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade humano (CHP — MHC do inglés major histocompatibility complex), que séo
codificadas por um extenso grupo de genes, descobertos por sua influéncia significativa na resposta
imune a transplantes (Murphy, 2014).

A identificacdo do papel do CHP no reconhecimento de antigenos pelas células T foi
essencial para a compreensdo da ativacdo e fungbes dos linfocitos. A descoberta do CHP ocorreu
através de estudos de transplantes de tecido em camundongos e, somente apdés muitos anos, sua
estrutura e fungdo foram compreendidas. A época dos primeiros experimentos, ndo se sabia que a
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rejeicdo de transplantes era, em grande parte, mediada pelas células T (Abbas; Lichtman; Pillai,
2023).

A descoberta do CHP realmente ocorreu durante a busca por moléculas de superficie celular
gue seriam reconhecidas como estranhas por outro individuo. Esse processo se deu ao observar que
individuos que receberam multiplas transfusGes sanguineas e pacientes que receberam transplantes
de rim possuiam anticorpos que reconheciam células dos doadores. Além disso, foi verificado que
mulheres multiparas apresentavam anticorpos circulantes que reconheciam células paternas. As
proteinas identificadas por esses anticorpos foram denominadas antigenos leucocitarios humanos
(HLA - human leukocyte antigens). O termo "leucocitarios" se refere ao fato de que os anticorpos
foram testados ligando-se aos leucécitos de outros individuos, e "antigenos” porque essas moléculas
eram reconhecidas pelos anticorpos (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023).

Os genes do HLA sdo expressos de maneira codominante em cada ser humano, o que
significa que para cada gene, a pessoa expressa os alelos herdados dos dois pais. Isso aumenta o
numero de moléculas do CHP disponiveis para se ligarem a peptideos e apresenta-los as células T.
O locus do CHP contém dois tipos polimoérficos de genes: os genes de CHP de classe | e classe Il. As
diferentes moléculas de HLA de classe | foram inicialmente diferenciadas por meio de abordagens
sorolégicas, envolvendo ligacdo de anticorpos. JA& as moléculas de CHP de classe Il foram
identificadas usando testes em que as células T de uma pessoa sao ativadas por células de outra
pessoa, no processo chamado de reacdo linfocitaria mista. Atualmente, o sequenciamento de DNA é
a técnica utilizada para tipificar os diferentes alelos de HLA e as proteinas que eles codificam (Abbas;
Lichtman; Pillai, 2023).

O HLA localiza-se no braco curto do cromossomo 6 ocupando uma longa regido de DNA.
Existem trés genes de CHP de classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C), que codificam trés tipos
correspondentes de moléculas de CHP de classe |. Além disso, ha trés loci genéticos de HLA de
classe Il, denominados HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR. As moléculas de MHC de classe | sdo
expressas em quase todas as células nucleadas, enquanto as moléculas de MHC de classe Il sédo
expressas apenas em células dendriticas, linfocitos B, macrofagos, células epiteliais timicas e alguns
outros tipos celulares (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023).

O HLA desempenha um papel central no contexto dos transplantes de érgédos solidos e
tecidos hematopoiéticos, devido a sua relevancia para o funcionamento do sistema imunolégico. As
rejeicbes agudas de transplantes, na maioria dos casos, sdo mediadas por células
imunocompetentes. Essa relevancia é ainda mais evidente nos transplantes de medula dssea, nos
guais a infusdo de um novo enxerto promove uma substituicdo completa das fun¢des das células de
linhagem mieloide e linfoide, previamente formadas pela medula doente do paciente. Além disso, a
compatibilidade HLA entre doador e receptor € um fator determinante tanto para a qualidade de vida
guanto para a sobrevida de pacientes submetidos a transplantes de 6rgdos sélidos (Silva et al.,
2012).
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2.2. Transplantes de 6rgéos

Os transplantes de 6rgdos sao a ultima alternativa de tratamento para diversos pacientes ao
redor do mundo e no Brasil. Os doadores de 6rgéos sao voluntarios e ha dois tipos: o doador em vida
e o doador apés ser diagnosticado com morte encefalica (ABTO, 2024).

A doacdo em vida depende de um doador capaz juridicamente (uma vez que a doacéo
necessita de autorizacdo judicial para ocorrer), gozar de boa salude e passar por uma avaliacao
médica para assegurar que nao possua condigcdes que venham a prejudicar um receptor, nem que a
doacéo venha a deteriorar a sua propria salde. Nesse tipo de doagédo, pode-se ser doado um rim,
medula 6ssea, parte do figado (cerca de 70%) e, em situacdes raras, parte do pulmao (ABTO, 2024).

O doador com morte encefalica deve ter seu diagnéstico emitido por junta médica, sé pode
ocorrer em pacientes hospitalizados, onde ha a perda das fun¢des neurolégicas irreversivel, mas o
paciente ainda respira por auxilio de aparelhos hospitalares. Um doador falecido tem a possibilidade
de modificar mais de oito vidas, uma vez que pode doar o coragdo, o pulméo, o figado, os rins, o
pancreas, as corneas, o intestino, a pele, os 0ssos e as valvulas cardiacas (ABTO, 2024).

O Sistema Nacional de Transplantes (SNT) é o braco do Sistema Unico de Salude (SUS) que
coordena todas as doacdes publicas de érgédos no Brasil, € o maior sistema publico de transplantes
no mundo, sendo o Brasil o segundo maior pais transplantador do mundo. As doac®es realizadas por
planos de saude, ndo sdo coordenadas pelo SNT, sendo que os planos de salde sé sdo obrigados a
cobrir os transplantes de rim e cdrneas (Marinho et al., 2010).

Na ocorréncia de uma morte encefalica, a Central de Transplantes é acionada para que
notifique uma Organizacg&o de Procura de Orgdo (OPO) da regido. Esta, verifica no hospital o possivel
doador de 6rgéos, avaliando todo o quadro clinico do doador, equipe médica e exames, bem como a
viabilidade dos 6rgdos. Verifica-se a sorologia, a fim de dirimir riscos com doencas infecciosas e
compatibilidade com possiveis receptores. A OPO repassa a Central de Transplantes todo o quadro,
gue emite uma lista de receptores inscritos, possivelmente compativeis com o doador, o hacking. Em
se tratando de transplantes de rins e coragdo, ainda deve-se realizar uma confirmacdo de
histocompatibilidade. Apos todas as confirmagbes, a equipe de transplante e o possivel paciente
receptor sdo informados, cabendo a equipe médica decidir sobre a utiliza¢do ou ndo do 6rgéo (ABTO,
2024).

Os pacientes que aguardam na listagem Unica de receptores do SNT, tiveram seu cadastro
realizado pelos seus médicos, que pautam e laudam a situacao clinica do paciente. Os receptores de
orgdos entram na fila e obtém seu lugar por ordem cronoldgica, mas podem ser priorizados na
procura de 6rgdos devido ao seu estado de salde (gravidade), compatibilidade com o doador
(genética e/ou sanguinea) e até idade (criancas tém prioridade quando é um doador infantil e elas
concorrem contra adultos). Ha, ainda, critérios diferentes de desempate de acordo com o 6rgao ou
tecido a ser doado (ABTO, 2024).
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2.3. Transplante de medula 6ssea

O transplante de medula 6ssea (TMO) é uma terapia especializada usada no tratamento de
pacientes com doencas hematoldgicas e algumas alteracdes genéticas, como Ultimo recurso habil
para o tratamento desses pacientes. Para que o transplante tenha sucesso, é fundamental a
compatibilidade entre doador e receptor, relacionando-se as moléculas codificadas pelos genes HLA
das classes | e Il (Meinerz, 2008).

Existem dois tipos de transplante de medula 6ssea: alogénico e autélogo. No transplante
alogénico, as células precursoras da medula provém de outro individuo (doador), conforme o nivel de
compatibilidade do material sanguineo. J& no transplante autélogo, as células precursoras da medula
Ossea sdo provenientes do préprio individuo transplantado (receptor). Nesse caso, as células da
medula ou do sangue periférico do paciente séo coletadas e congeladas para uso posterior. Esse tipo
de transplante é geralmente utilizado em doencas que ndo afetam a qualidade da medula 6ssea, ou
seja, aquelas que nao se originam diretamente na medula ou quando a doenca ja esta em remissao,
nao sendo mais detectavel na medula (INCA, 2024).

Para realizar o transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH), o paciente passa por
um tratamento que destréi a propria medula, para depois receber a medula saudavel como se fosse
uma transfusdo de sangue. Essa nova medula é rica em células progenitoras que, ao entrarem na
corrente sanguinea, circulam até se alojarem na medula 6ssea, onde se desenvolvem (INCA, 2024).

As principais indica¢des do transplante de medula 6ssea séo para pacientes com leucemias
originarias das células da medula 6ssea, linfomas, doencas do sistema imunol6égico em geral,
doencas dos ganglios e do baco, e anemias graves, sejam elas adquiridas ou congénitas. Ha outras
doengas, menos comuns, mas que também podem ser tratadas com TMO, como as mielodisplasias,
as doencas metabdlicas, as doencas autoimunes e varios tipos de tumores (INCA, 2024).

As células-tronco hematopoiéticas, localizadas na medula 6ssea, sdo as responsaveis pela
producdo de todos os elementos do sangue (gldbulos vermelhos, glébulos brancos e plaquetas).
Essas células sdo as que sdo transplantadas durante o procedimento de transplante de medula
O0ssea. Elas também podem circular no sangue periférico (quando estimuladas por fatores de
crescimento medicamentosos), podendo ser coletadas por meio de aférese. Outra fonte para serem
obtidas € no sangue do corddo umbilical logo ap6s o nascimento. Por essa razdo, o termo
“transplante de medula éssea” tem sido cada vez mais substituido por “transplante de células-tronco
hematopoiéticas” (TCTH) (INCA, 2024).

Os transplantes com melhor prognéstico sdo aqueles realizados com irmdos de HLA
idénticos, o que significa uma chance de 25% de ocorréncia, vista a heran¢ca materna e paterna do
cromossomo 6. Quando nao se encontra um irmao de HLA idéntico, pode-se realizar uma busca mais
ampla na familia, incluindo pais, avds, tios e primos de primeiro grau. Os pacientes que ndo possuem
um doador compativel na familia utilizam o REDOME (Registro Brasileiro de Doadores Voluntarios de

Medula Ossea), para procurar um doador ndo aparentado (Meinerz, 2008).
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O REDOME, criado em 1993, é coordenado pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA), com o
objetivo de cadastrar informacgdes de pessoas dispostas a doar medula 0ssea, voluntariamente, para
guem precisa deste tratamento. Dispde de mais de 5,7 milh6es de doadores cadastrados, sendo o
terceiro maior banco de doadores de medula 6ssea do mundo e, integrado ao Ministério da Saude,

configura o maior banco do mundo com financiamento exclusivamente publico (INCA, 2024).

2.4. Laboratérios de Histocompatibilidade

Os Laborat6rios de Histocompatibilidade e Imunogenética séo os laboratérios de alto grau de
complexibilidade, que realizam atividades para fins de transplantes, sendo que para a sua atuagao,
eles devem ter o seu funcionamento autorizado pela Coordenacdo-Geral do Sistema Nacional de
Transplantes, além de possuir todos os demais alvaras e registros pertinentes a laboratérios clinicos
atuantes no Brasil (Brasil, 2009).

Esta classe de laboratdrios possui sua atuacao regulamentada pela RDC da ANVISA n° 61 de
2009, onde especificam:

» O seu funcionamento;

+ Area de atuago (quais exames estio autorizados a realizar);

» Estrutura fisica diferenciada (salas proprias e exclusivas para sorologia, acdes de pré-PCR

e p6s-PCR, armazenamento de DNAteca e soroteca, dentre outros);

* Instauracdo de Sistema da Garantia da Qualidade (com atuacdo de Controles Interno e

Externo da Qualidade, Auditorias Internas e outros);

+ Funcionamento de gestdo com Regimento Interno, qualificacéo profissional, registros de

responsabilidade técnica e demais;

* Incluindo, até instalacdo e manutencéo de gerador proprio para caso de emergéncia em

queda de energia.

De acordo com o INCA (2024), ha 46 laboratérios de histocompatibilidade e imunogenética
autorizados no Brasil, sendo que no estado do Espirito Santo ha apenas um, o LIG Biologia Molecular
e Imunogenética.

O laboratério LIG atua com exames de histocompatibilidade para transplantes de 6rgéos
soélidos desde a década de 80, € uma empresa privada prestadora de servigos para o SUS. Integrou
cadastro no sistema SNT, assim que ele foi fundado e, em 2005, passou a realizar, também, os

exames de histocompatibilidade e imunogenética para os transplantes de medula éssea (LIG, 2013).

3. METODOS

O estudo trabalhou com uma amostra da populacdo capixaba, sendo delimitada no
guantitativo de pacientes que realizaram a tipagem genética HLA através da técnica de NGS, dentro
do periodo de margco de 2020 a margo de 2024, totalizando quatro anos de dados pesquisados e
laudados pelo laboratério LIG Biologia Molecular e Imunogenética. Foi submetido a analise e parecer
do Comité de Etica do Centro Universitario Salesiano (UniSales), via Plataforma Brasil do Conselho

Nacional de Salde, obtendo autorizac&o para sua execuc¢ao, com parecer de nimero 7.127.487.
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Para a realizacé@o do presente trabalho, utilizou-se a base de dados da plataforma do software
de andlise Type Stream Visual (TSV) empregada nos sequenciamentos em NGS MiSeq lllumina, que
contém os dados brutos das tipificacées de HLA, de marco de 2020 a marco de 2024, realizadas pela
equipe do laboratorio LIG. O banco de dados localiza-se no servidor do LIG e consiste nos resultados
oriundos das técnicas de bancada e sequenciamento, onde a equipe analisa para laudar a tipagem
genética dos pacientes. As planilhas geradas em CSV foram divididas em colunas: cédigo “id”, data
do exame e os cddigos da tipagem genética HLA, mantendo assim, o sigilo dos participantes da
pesquisa, uma vez que ndo é possivel identificar o cédigo do cliente (id), a ndo ser que o laboratério
disponibilizasse acesso a sua cartela de pacientes, o qué ndo é permitido devido a codigos de
conduta e ética da empresa, bem como a Lei Geral de Prote¢éo de Dados (LGPD).

Mediante o uso de filtros nas planilhas CSV geradas pelo TSV, contendo as tipificacdes
alélicas molecularmente realizadas em alta resolucdo, bem como o uso de planilhas realizadas no
Microsoft Excel, averiguou-se a frequéncia alélica na populagdo capixaba e o perfil genético HLA da
mesma, observando-se quais alelos sdo mais e menos frequentes, através de contagem direta e
tabulacéo.

Os dados foram coletados e tabulados, apés esse processo foram comparados com as
informacdes do perfil populacional capixaba, obtidas através de pesquisas em 6rgdos oficiais como
IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), INCA (Instituto Nacional de Cancer) e REDOME
(Registro Nacional de Doadores de Medula Ossea). Também foram usados dados obtidos no banco
de dados alélico internacional Allele Frequency Net Database (AFND - www.allelefrequencies.net),
para a verificagdo das ocorréncias dos perfis populacionais encontrados em outras populagdes a nivel
mundial.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das tabulacBes das tipificacdes de HLA, via NGS, encontradas na amostra
populacional delimitada para este estudo, um total de 10.237 laudos de pacientes. As tipificaces
listadas foram agrupadas em ordem decrescente de frequéncia alélica, sendo assim, os subtipos de
alelos com maior ocorréncia sao os listados primeiramente dentro de cada alelo HLA. O item “outros”
compreende um agrupamento de alelos que possuem frequéncia inferior a 1%, ndo representando

magnitude relevante para este trabalho (Tabela 1 e Tabela 2).

Tabela 1 — Frequéncias alélicas do loci HLA de classe | em alta resolucéo
HLA-A | Otd | Freq HLA-B | Otd | Freg HLA-C | Otd | Freqg
02:01:01 4.225 20,64% | 51:01:01 1.386 6,77% 04:01:01 3.478 16,99%
01:01:01 1.697 8,29% 07:02:01 1.261 6,16% 07:01:01 1925 9,40%
03:01:01 1.668 8,15% 35:01:01 1.250 6,11% 07:02:01 1.735 8,47%
24:02:.01 1547 7,56% 44:03:01 1.230 6,01% 06:02:01 1.675 8,18%
23:01:01 976 4,77% 08:01:01 982 4,80% 16:01:01 1.019 4,98%
11:01:01 927  4,53% 18:01:01 961 4,69% 08:02:01 1.010 4,93%
29:02:01 846 4,13% 44:02:01 793 3,87% 05:01:01 991 4,84%
68:01:01 657 3,21% 14:02:01 654 3,19% 01:02:01 912  4,45%
31:01:02 617 3,01% 53:01:01 600 2,93% 03:04:01 798  3,90%
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32:01:01 504  2,46% 49:01:01 440 2,15% 12:03:01 798  3,90%
30:02:01 474 2,32% 15:01:01 432  2,11% 03:03:01 726  3,55%
30:01:01 443  2,16% 58:01:01 414  2,02% 02:02:02 698 3,41%
68:01:02 407  1,99% 57:01:01 352 1,72% 15:02:01 569 2,78%
26:01:01 367 1,79% 15:03:01 345  1,69% 17:01:01 522  2,55%
33:01:01 354 1,73% 45:01:01 319 1,56% 02:10:01 442  2,16%
74:01:01 303 1,48% 13:02:01 316 1,54% 14:02:01 336 1,64%
Outros 4462 21,79% | 50:01:01 295 1,44% 03:03:62 256  1,25%
40:01:02 231 1,13% 03:04:02 256  1,25%
15:10:01 227  1,11% 07:18:01 228 1,11%
35:03:01 222 1,08% Outros 2.100 10,26%
58:02:01 222 1,08%
55:01:01 219 1,07%
Outros 7.323 35,77%

Legenda: Qtd — nimero de alelos; Freq — frequéncia alélica.
Fonte: elaboracao propria.

Tabela 2 — Frequéncias alélicas do loci HLA de classe Il em alta resolucéo

HLA-DQB1 | Otd | Freq | HLA-DRB1 | OQtd | Freq | HLA-DPB1 | Otd | Freq
05:01:.01 2.724 13,30% 07:01:.01 2570 12,55% 04:01:01 4,210 20,56%
02:02:01 2385 11,65% 03:01:01 1.319 6,44% 02:01:02 2.298 11,22%
06:02:01 2.334 11,40% 13:01:.01 1.260 6,15% 01:01:01 1.588 7,76%
03:01:01 1977 9,66% 15:01:01 1.155 5,64% 04:02:01 960 4,69%
03:02:01 1819 8,88% 01:01:01 1.028 5,02% | 04:HIMR 683  3,34%
02:01:.01 1649 8,05% 13:02:01 910 4,44% 105:01.01 634 3,10%
04:02:01 1.261 6,16% 11:01:01 849 4,15% 17:01:01 548 2,68%
06:03:01 1.157 5,65% 15:03:01 771 3,77% 03:01:01 473 2,31%
03:DGRDK 976 4,77% 01:02:01 725 3,54% | 04.ADCGE 397 1,94%
03:03:02 618 3,02% 11:04:01 544  2,66% 13:01:01 385 1,88%
06:04:.01 606 2,96% 11:01.02 488 2,38% | 02:AFCTE 356 1,74%
03:19:01 524  2,56% 16:02:01 417 2,04% 104:01.01 282 1,38%
05:02:01 486 2,37% 03:01 406  1,98% 05:01:01 262  1,28%
05:03:01 366 1,79% 16:01:.01 373 1,82% 11:01:01 256 1,25%
06:09:01 301 1,47% 14:54.01 328 1,60% O1:AETTA 233 1,14%
Outros 1.291 6,31% 04:01:01 322 1,57% Outros 6.909 33,75%
04:04:.01 319 1,56%
04:05:01 308 1,50%
03:02:01 273 1,33%
10:01:01 248 1,21%
12:01:01 234 1,14%
04:11:01 227 1,11%
04:02:01 221 1,08%
08:04:.01 205 1,00%
11:02:01 205 1,00%
Outros 4.769 23,29%

Legenda: Qtd — nimero de alelos; Freq — frequéncia alélica.

Fonte: elaboracao propria.

Para andlise deste levantamento de dados, o estudo instituiu uma linha de corte,

considerando o0s cinco grupos alélicos mais frequentes encontrados na tabulagdo acima
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demonstrada. Logo, observando-se os alelos mais frequentes do grupo de HLA-A, o HLA-A*02:01:01
foi o subtipo mais encontrado na amostra (20,64%), tendo sido verificado no banco de dados do
AFND como um tipo frequentemente encontrado entre poloneses (49,3% de uma amostra de 23.595
poloneses no banco de doadores de medula éssea polonés). Os demais grupos mais frequentes em
HLA-A (01:01:01, 03:01:01, 24:02:01 e 23:01:01) foram encontrados na populacdo do oeste da
Russia, noroeste da Asia, Irlanda e Polénia a uma frequéncia de 10%.

No grupo do HLA-B, revela-se quase 7% de ocorréncia do B*51:01:01, segundo o AFND este
subtipo encontra-se em uma frequéncia de 10% na populacéo polonesa e paquistanesa caucasiana.
O subtipo B*07:02:01, também encontrado em popula¢cdes caucasianas na Europa (Polbnia) e
Russia. Demais subtipos (B*35:01:01, B*44:03:01 e B*08:01:01) encontrados a uma frequéncia em
torno de 9% nas populacdes da Polbnia e Costa Rica. Lembrando que a populacdo da Costa Rica é
formada por descendentes europeus caucasianos, oriundos da Espanha principalmente (Obando,
2004).

O grupo HLA-C teve o C*04:01:01 com representatividade em cerca de 17% da amostra,
sendo que é um subtipo comumente (25%) encontrado em populagdes no México, Costa Rica,

Espanha e Nicaragua. O C*07:01:01, com quase 10% de frequéncia na amostra, € regularmente
(25%) encontrado em populacBes europeias, como as da Inglaterra, Polénia e Irlanda. O C*07:02:01,
encontrado em 8,5% dos laudos do estudo, possui expressao na populacao asiatica, demonstrado no
banco de dados AFND, inclusive com um estudo de 5.266 pacientes de Hong Kong, onde houve
tipagem de 32% com este subtipo. O C*06:02:01 foi notificado no AFND como frequente na ordem de
22% nas populacbes do Sul da Asia e Norte da Africa, um perfil encontrado em pessoas pretas. Por
Ultimo deste grupo, o C*16:01:01 encontrado em latinos caucasianos, cerca de 7%, em amostras da
Costa Rica e Espanha.

O primeiro grupo de alelos de classe Il do presente estudo, HLA-DQB1, possui maior
frequéncia em alelos popularmente encontrados em populacdo europeia: DQB1*05:01:01,
DQB1*02:02:01 e DQB1*03:02:01 em cerca de 15%, sendo que DQB1*06:02:01 e DQ03:01:01 em
30% do perfil dos europeus tipificados e relatados no banco de dados alélico internacional.

O segundo grupo de alelos de classe Il deste trabalho, HLA-DRB1, também apresentou
grande porcentagem de subtipos alélicos de pessoas descendentes de europeus caucasianos, 0
DRB1*07:01:01 possui representatividade registrada nas popula¢des da Irlanda e da Poldnia. Os
DRB1*03:01:01 e DRB1*15:01:01, foram apontados em estudo nos Estados Unidos da América, de
61.655 resultados, com 24% destes encontraram estes subtipos em americanos caucasianos.
DRB1*13:01:01 e DRB1*01:01:01 foram anotados em populagdes europeias na ordem de 20%.

Ultimo grupo de alelos classe Il, HLA-DPB1, teve mais de 20% da amostra expressando
DPB1*04:01:01, que segundo o banco de dados internacional, € usualmente (30%) visto na Asia, nas
regides da Russia e Mongélia, sendo que em relato de amostra do Paquistédo (389 pacientes), ha uma
frequéncia de 70% podendo indicar uma tendéncia a populagdo arabe, mas sem um estudo com
amostra mais suntuosa para comprovagédo. Demais subtipos alélicos mais frequentes encontrados no

presente trabalho, foram relatados sem muita expressdo em populacdes diversas, aparecendo na
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ordem de 8% em populagdes “caucasianas mesticas” (mixed caucasian), podendo indicar a “parda”

da lingua portuguesa e classificagao brasileira.

5. CONSIDERACOES

Os beneficios na execugéo do presente projeto sdo advindos da geragao do conhecimento a
cerca do perfil genético da populacéo do estado do Espirito Santo, que podendo gerar avangos has
pesquisas relacionadas a genética de doencas nesta populagdo, aconselhamentos genéticos,
analises estatisticas dos dados levantados, dentre tantas outras possibilidades dentro do campo da
ciéncia, principalmente levando-se em consideracdo que ndo foram encontrados outros estudos e
trabalhos sobre perfil genético HLA da populagdo capixaba, seja em banco de dados do Google
Académico, PubMed e Scielo.

Do mesmo modo que enriquece a area da saude publica e traz beneficios ao verificar se as
tipagens realizadas no LIG Biologia Molecular e Imunogenética, Unico laboratério de
histocompatibilidade autorizado a realizar tais exames via SUS no Estado, estdo demonstrando o
perfil populacional espirito-santense, auxiliando em tomadas de decises acerca de campanhas
locais para doacdo de drgédos, principalmente de medula 6ssea, que possuem maior especificidade
para a realizacdo do transplante, tendo em vista que a grande maioria das tipagens realizadas é
referente ao cadastro para doador voluntario de medula 6ssea do REDOME.

Como visto nos resultados apresentados neste trabalho, as tipagens alélicas encontradas séo
majoritariamente vistas em populagbes caucasianas europeias e descendentes destas. Tendo em
vista que a comunidade capixaba é composta por 49,8% de pessoas pardas, 38,6% de pessoas
brancas e 11,2% de pessoas pretas, a amostragem nédo segue as proporcdes desta. Permanece a
necessidade de focar acdes para o cadastro de doadores voluntarios de medula 6ssea para atingir
este publico.

Foi encontrado uma porcentagem significativa de perfil alélico correlacionado com as nacdes
asiaticas, mesmo o Censo 2022 do IBGE informando que dentre a sociedade do estado do Espirito
Santo haver apenas 0,1% de individuos amarelos, abaixo ainda da comunidade indigena (0,3%).
Possivelmente tal achado da-se pelo fato da populagéo brasileira, e do estado, ser caracterizada por
guantidade ampla de grupos étnicos, individuos descendentes de outras nacionalidades e por ter
ocorrido uma miscigenacéo no estado, ndo ficando familias separadas em comunidades durante a
migracao rural interna do estado.

A significativa frequéncia do alelo HLA-B*51:01:01, associado a Doenca de Behget (DB), uma
condicdo rara e autoimune, destaca a necessidade de estudos aprofundados para investigar a
predisposicdo genética da populacdo capixaba. A DB caracteriza-se como uma doenca inflamatéria
sistémica que apresenta manifestagfes clinicas variadas, incluindo episddios recorrentes de Ulceras
orais e genitais, lesdes cutdneas e acometimento de mdltiplos sistemas, como o ocular, articular,
intestinal, neurolégico e vascular (Belem, 2019). Diante dessa associacao, seria pertinente aprofundar

os estudos sobre essa variante, investigando a incidéncia de DB entre a populacdo capixaba e
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explorando a correlagdo com o alelo HLA-B*51 e seus subtipos, de modo a entender melhor a

predisposicéo genética para essa doenga no contexto local.
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