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APRESENTACAO

A coletanea ‘Ciéncias da saude: oferta, acesso e utilizagdo’ € uma obra composta
por 44 capitulos, organizados em dois volumes. Ambos abordam diferentes areas de
conhecimento no campo da saude. Os autores compartilham resultados de seus projetos
académicos ou de atuagdes profissionais. Além disso, alguns capitulos so ensaios tedricos
ou revisdes sobre a tematica.

A coleténea conta com as contribuicdes de discentes e docentes de varios cursos
de graduacgdo e de po6s-graduagdo, bem como outros profissionais de instituicbes que
estabeleceram parcerias com as universidades envolvidas.

O volume 2 reine 24 capitulos com autoria multidisciplinar. Nota-se a importancia da
atuacao interdisciplinar, revelando os avangos nesse campo do ensino superior no Brasil.
As vivéncias compartilhadas corroboram com a consolidagéo das atividades académicas
que integram, cada vez mais, universidades, instituicbes e as comunidades envolvidas.

Esperamos que as vivéncias relatadas nessa obra contribuam para o enriqguecimento
da formacédo universitaria e da atuagao profissional com o fortalecimento das praticas
interdisciplinares nas ciéncias da saude. Agradecemos aos autores que tornaram essa
coletanea possivel e Ihe desejamos uma 6tima leitura.

Edson da Silva
Rodrigo Lellis Santos
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RESUMO: O cancer de mama (CA) é uma doencga
extremamente prevalente na populacao feminina
e preditor de alto indice de mortalidade, sendo
a segunda maior causa de morte por céancer
entre as mulheres. Dessa forma, o diagnéstico
do cancer altera em muito a qualidade vida
das mulheres, devido sobretudo a incerteza
quanto ao prognéstico da doenga, questdes
de auto-estima, auto-imagem e ansiedade. Por
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conseguinte, a pratica regular de exercicios
fisicos e o suporte emocional e espiritual tém
sido descritos como ferramentas que auxiliam na
melhora da qualidade de vida dessas pacientes.
PALAVRAS-CHAVE: Qualidade de vida; Cancer;
Saude Mental; Mama.

THE QUALITY OF LIFE AND COPING
WITH THE DISEASE OF WOMEN
DIAGNOSED WITH BREAST CANCER
ABSTRACT: Breast cancer (BC) is an extremely
prevalent disease in the female population and a
predictor of a high mortality rate, being the second
leading cause of cancer death among women.
Thus, the diagnosis of cancer greatly alters the
quality of life of women, mainly due to uncertainty
regarding the prognosis of the disease, issues of
self-esteem, self-image and anxiety. Therefore,
the regular practice of physical exercises and
emotional and spiritual support have been
described as tools that help to improve the quality

of life of these patients.
KEYWORDS: Quality of life; Cancer; Mental
health; Breast.

11 INTRODUGAO

A neoplasia de mama é resultado de
uma falha genética de origem multifatorial
perpassando por condi¢des hereditarias a
ambientais (DANTAS; CRUZ, 2015 apud
SOUSA; SILVA; SOUSA 2020), essa falha
da origem a um crescimento celular anormal
que, por fim, resulta na formagéo de tumores
(SOUSA; SILVA; SOUSA 2020). As estimativas
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para o ano de 2022 s&do de 66.280 novos casos de Cancer (CA) de mama (INCA, 2020),
€ possui uma maior incidéncia a partir dos 40 anos e possui uma maior prevaléncia na
populagéo feminina (INCA, 2019), ainda se configura como a segunda causa de morte por
CA nessa populacdo (GUERRERO et al, 2017).

Desse modo, o diagnéstico precoce de tal patogenia é primordial para a condugéo
do tratamento, pois possibilita uma agdo mais assertiva na escolha e eficacia do método
terapéutico. Nesse sentido, o exame clinico se faz fundamental, uma vez que este serve
de base para a solicitagdo de exames complementares, nesse cenario a inspecao rigorosa
das mamas e a avaliacdo do histérico de satde das mulheres auxiliam os profissionais no
rastreio da doenca. Vale evidenciar que um dos exames complementares mais utilizados é
a mamografia, pois essa se configura como um método de baixo custo, acessivel e eficiente
no rastreio e diagnostico (SARTORI; BASSO, 2019). Por conseguinte, no Brasil recomenda-
se 0 acompanhamento bienal com a realizagdo da mamografia para as mulheres acima dos
50 até 69 anos (INCA, 2021a).

Por conseguinte, os tratamentos utilizados para o CA de mama se dividem em:
local e sistémico. Nesse viés, o tratamento local corresponde as cirurgias, radioterapia e
reconstrugcdo mamaria e o sistémico corresponde a quimioterapia, hormonioterapia e terapia
biolégica (INCA, 2021b). Frente ao diagnéstico e tratamento de CA de mama desvencilha-
se um cenario de ameacas e instabilidades emocionais em decorréncia da atribuicdo de
significado em relacéo a situacéo de saude atual (MACHADO; SOARES; OLIVEIRA, 2017),
tal determinagdo sofre influéncia de um macrocontexto no qual a mulher esta inserida
(MACHADO; SOARES, 2017 apud CASTELLANOS et.al 2015; ALVES; RABELO, 1999).
Desse modo, os fatores contidos nesses contextos podem influenciar positivamente na
aceitacdo ou instaurar um quadro de negacdao (MACHADO; SOARES; OLIVEIRA, 2017).

Além disso, o diagnoéstico CA ainda esta carregado de significados que sugerem
a ideia de vulnerabilidade e aproximag¢do com a morte (CAMARGO et al, 2020) o que
leva o individuo a apresentar inUmeras repercussoes sistémicas, seja de ordem fisica ou
mental. Nesse viés, Camargo e colaboradores comenta que essas mulheres apresentam
niveis de ansiedade e depresséo, o que gera impactos no enfrentamento adotado por cada
uma delas. Ainda, em seu estudo traz que inmeras sao as repercussoes fisicas, mas que
juntamente a elas surgem as emocdes que se correlacionam em todo esse processo.

Nesse viés, segundo a revisdo de integrativa de Menezes et al, as alteragdes na
qualidade de vida sédo evidentes e nessa perspectiva os &mbitos mais afetados séo o fisico
e psicologico e dentro desses determinantes entram aspectos como dor, desconforto,
fadiga e sentimentos negativos. Ainda, nesse mesmo estudo ficou notavel a importancia
de ter uma rede de apoio consistente além de possuir uma equipe de profissionais que
prestem todo o atendimento e apoio necessario nesse momento (MENEZES et al. 2021).
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21 QUALIDADE DE VIDA DE MULHERES COM CANCER DE MAMA

Nesse sentido, o cancer de mama € uma doen¢a muito temida pelas mulheres,
causando impacto na qualidade de vida (QV), devido as preocupacdes relacionadas a
incerteza do prognéstico e fatores psico-afetivos, alteragdes na autoimagem, além dos
efeitos colaterais decorrentes do tratamento. Somado a esses fatores, a questdo da
vulnerabilidade social e o indice escolar também influenciam na QV. Uma revisao conduzida
por Figueiredo Pereira e colaboradores demonstrou que na instituicdo publica a idade do
diagnoéstico do céncer foi maior quando comparada as pacientes de instituicées privadas
de saude, prejudicando o prognostico devido ao estadiamento mais avangado da doenca.

Em relacdo aos fatores emocionais, um estudo realizado na China avaliou que a
ocorréncia de depressédo e ansiedade interfere de maneira significativa no funcionamento
fisico. A ansiedade é um elemento muito comum nesses casos, sendo mais comum
em mulheres casadas, mulheres que nado trabalham e naquelas com um estadiamento
avancado na doenca, influenciando de maneira direta campos como fungdo emocional,
desejo e satisfacdo sexual (VILLAR et al., 2017). Ja em relagdo aos fatores fisicos, os
impactos séo diversos, incluindo os efeitos colaterais do tratamento quimioterapico, mal-
estar e dor, sendo corroborados pelo medo de perder o cabelo e pela eventual necessidade
de realizacdo de mastectomia, alterando sua autoimagem e concepc¢ao da figura feminina
(LOPES et al., 2018).

Nesse contexto, a pratica de atividades fisicas, sobretudo exercicio fisico resistido,
tem sido proposta como terapia coadjuvante no cancer mamario, promovendo melhora
na saude mental e diminuicdo da dor. Dessa forma, o sucesso terapéutico aumenta a QV
dessas mulheres. A reconstrugdo mamaria, por exemplo, elevou a QV e propiciou uma
melhor satde mental, na percepgdo da autoimagem, socializacdo e até mesmo na vida
sexual, além de promover uma diminui¢éo do stress e ansiedade (FANAKIDOU et al., 2017).

31 QUAIS DESAFIOS PAR.AA O ENFRENTAMENTO DA DOENCA DE MULHERES
COM DIAGNOSTICO DE CANCER DE MAMA?

Quando detectado precocemente o CA de mama apresenta um bom prognéstico,
contudo, de maneira imediata ao diagnéstico é identificado uma cascata de pensamentos
negativos, devido a incerteza do andamento da doenga bem como das possibilidades de
prognostico ruim. Desta forma a inseguranga quanto a finitude, semeada pelo diagnéstico
positivo da patologia tende a fragilizar de forma psiquica e fisica as mulheres com CA e
seus familiares e amigos (LOPES; CAMARGO; MAIA, 2020).

Para além do diagnéstico, o qual assimila-se a uma dura realidade, a prioridade
consiste em focar no tratamento e manter a esperanca, além da necessidade de manter
as atividades cotidianas que também s&o situagbes a qual a doencga tende a gerar um

negativo. Assim as mesmas denotam uma interferéncia em suas situagées como o convivio
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familiar, social e profissional. (CARDOSO et al., 2016)

Assim o processo de enfrentamento destas, tem uma relagdo com os recursos sociais
e psicolégicos que estas possuem e quais estratégias tendem a ser utilizadas durante o
processo. Desta forma as estratégias utilizadas sdo comumente a busca de informacdes
sobre o CA, tratamento médico imediato e o apoio de familiares, amigos e pessoas com a
mesma patologia. (LOPES; CAMARGO; MAIA, 2020)

A busca pela medicina alternativa e o suporte espiritual onde a fé é utilizada como
alicerce para o enfrentamento e aumento da esperanca, pois auxilia na aceitacéo da doenca.
Além destes, a busca por grupos de apoio, onde irdo inserir-se no contexto de mulheres
que apresentaram a mesma vivéncia, e que vislumbram a¢des que ndo sdo abordadas no
ambiente hospitalar, envolvendo o cuidado holistico, integral e efetivo (ALMEIDA, 2021).

Assim quando descreve-se sobre os desafios no enfrentamento a negagdo quanto
ao acometimento da doencga, bem como o desafio na aceitacdo quanto a possibilidades de
mudanca estética. Em alguns casos as mulheres necessitam da remocdo das mamas, e
assim desvinculando-se ao padrdo de beleza imposto pela sociedade, acabam por sofrer
danos em sua saude e bem-estar geral (ALMEIDA, 2021).

Além disso as questdes econdmicas também se tornam um desafio, uma vez que
nem todas as mulheres mantém condi¢des socioecondmicas condizentes a todo decorrer
do tratamento. Mesmo que o tratamento seja ofertado pelo Sistema Unico de Salde, o
deslocamento para realizagdo do tratamento, a debilitagdo por conta das terapéuticas
agressivas, o custo por terapias complementares e a desvinculagdo do mercado de
trabalho, tendem a acometer financeiramente a portadora da patologia, sua rede de apoio.
(ALMEIDA, 2021).

41 CONCLUSAO

O diagnéstico de CA de mama pode causar um grande impacto na vida das
mulheres, devido a repercussao negativa, causando surpresa e tensdo. O novo padrdo
de vida que as mesmas seguirdo a partir de entdo assombra pacientes, familia e rede de
apoio, e a aceitagao torna-se essencial, desta forma é crucial que além da rede de apoio
os profissionais que prestam atendimento busquem oferecer formas alternativas individuais
para ajuda-las no enfrentamento de todo o processo de saude doenca.

Apesar de existirem para além do tratamento convencional, terapias alternativas e
conhecimentos socioculturais onde as mulheres conseguem desempenhar um papel ativo
em seu tratamento, o complexo processo de aceitacdo da patologia bem como a adeséao
ao tratamento, & ponto essencial para a eficacia da terapéutica. Tornando-se mais fortes,
mulheres que enfrentam o cancer buscam estratégias para aliviar o processo, e buscar o
retorno as condi¢cdes padrdes de vida, salde e bem-estar.
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RESUMO: O transplante de o6rgdos é um
procedimento amplamente utilizado e tem
prolongado a vida e melhorado a qualidade de
vida de milhares de pessoas ao redor do mundo.
A avaliacéo criteriosa dos aspectos da resposta
imunologica é essencial para que se possa inferir
sobre a imunogenicidade do érgdo ou tecido
transplantado. Isso € importante para reduzir o
uso excessivo de imunossupressores e prevenir
a rejeicao do tecido enxertado € imprescindivel.
Dentre estes aspectos, a avaliacdo da
compatibilidade HLA entre o paciente e o doador
tem papel de destaque para o sucesso do
transplante. Os loci HLA fazem parte da regido
genética conhecida como complexo principal
de histocompatibilidade que é a regido genética
que codifica antigenos reconhecidos pelas
células da resposta imune. Nos Ultimos anos,
com o crescimento exponencial na aplicagéo
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de técnicas moleculares e imunogenética, a
avaliacdo da histocompatibilidade entre doador
e receptor a nivel molecular e sorologico tém
ganhado maior acurécia, sendo pré-requisito
para um transplante bem-sucedido. Neste
interim, o presente trabalho busca explicitar,
por meio de pesquisa bibliografica, as principais
técnicas moleculares utilizadas para verificar
a compatibilidade HLA entre doador e receptor
no transplante de rins provenientes de doador
falecido.

PALAVRAS-CHAVE: Tipagem HLA; Transplante;
Histocompatibilidade.

MAJOR TECHNIQUES USED TO
AVALUATE HLA COMPATIBILITY
BETWEEN DONOR AND RECIPIENT
IN KIDNEY TRANSPLANTATION FROM
DECEASED DONOR: A REVIEW

ABSTRACT: Organ transplantation is a widely
used procedure and has prolonged life and
improved the quality of life of thousands of people
around the world. Careful evaluation of aspects
of immunological response is essential to infer
about the immunogenicity of the transplanted
organ or tissue. This is important to reduce the
excessive use of immunosuppressants and
prevent rejection of grafted tissue is essential.
Among these aspects, the evaluation of HLA
compatibility between patient and donor plays a
major role in the success of the transplantation.
HLA loci are part of the genetic region known
as the main histocompatibility complex which is
the genetic region encoding antigens recognized
by immune response cells. In recent years,
with the exponential growth in the application
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of molecular and immunogenetic techniques, the evaluation of histocompatibility between
donor and recipient at the molecular and serological level has gained greater accuracy,
being a prerequisite for a successful transplant. In the meantime, the present work seeks to
explain, through bibliographic research, the main molecular techniques used to verify the HLA
compatibility between donor and recipient in the transplantation of kidneys from deceased
donors.

KEYWORDS: HLA typing; Transplantation; Histocompatibility.

11 INTRODUGCAO

O transplante é um procedimento amplamente utilizado para a substituicao de
tecidos ou 6rgédos com capacidade funcional prejudicada, por tecidos ou érgaos saudaveis,
também chamados de enxertos. Geralmente, o transplante acontece entre individuos
geneticamente diferentes e da mesma espécie (transplante alogénico) sendo elas o
doador, individuo que fornece o enxerto, € um receptor, individuo que o recebe (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015). Esta pratica tem prolongado a vida e melhorado a qualidade
de vida de milhares de pessoas ao redor do mundo e constitui uma importante frente de
trabalho do Sistema Publico de Saude brasileiro (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2021;
PAHO, 2019) .

Segundo o Global Observatory on Donation and Transplantation (GODT) da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2019 ocorreram 153.863 transplantes de
6rgdos no mundo, sendo que 40.608 dos doadores foram doadores falecidos (WHO;
ONT, 2019). No Brasil foram realizados 9.232 transplantes de érgdos no mesmo periodo,
com um total de 3.764 doadores falecidos realizando doagbes (WHO; ONT, 2019). De
acordo com informagdes do Ministério da Saude, o Brasil possui 0 maior sistema publico
de transplantes do mundo, o Sistema Nacional de Transplantes (SNT), que regulamenta,
monitora e controla os processos relacionados a doagéo de érgaos no pais (BRASIL, 2009;
BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Apesar da diminuicdo dos numeros de transplantes ocorridos durante os anos de
2020 e 2021, decorrente das agbes necessarias para enfrentamento da pandemia do
SARS-CoV-2 (KUMAR et al., 2020), o mundo apresenta, de maneira geral, um aumento
progressivo no numero de transplantes de 6rgéos e tecidos realizados ao longo dos anos
(WHO; ONT, 2019). Contudo, esse numero ainda ¢ insuficiente para suprir a demanda de
pessoas que aguardam pela doagéo, o que aponta para a necessidade de debate do tema e
de implementacgéo de politicas publicas estratégicas a longo prazo que permitam equidade
de acesso a estes procedimentos (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2021; PAHO, 2019).

Por outro lado, superando-se os pontos relacionados a oferta e demanda de érgéos
e tecidos, a avaliacdo criteriosa dos aspectos da resposta imunolégica que possam
inferir sobre a imunogenicidade do aloenxerto, a fim de reduzir o uso excessivo de

imunossupressores e prevenir a rejeicdo do tecido enxertado constituem hoje o principal
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desafio para a realizagdo de um transplante bem-sucedido (RICKERT; MARKMANN, 2019;
STOLP; ZAITSU; WOOD, 2019).

E sabido que as reagdes de rejeicdo em transplantes de 6rgdos ou tecidos sdo
diretamente ligadas a similaridade dos aspectos imunogenéticos entre doador e receptor.
Dentre eles, os loci do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC — do inglés Major
Histocompatibility Complex) desempenham papel crucial (ALBERTS, JOHNSON, LEWINS,
2017; FLAJNIK; KASAHARA, 2010; ROCK; REITS; NEEFJES, 2016). O MHC é comum a
todos os vertebrados e constitui a regido mais polimérfica do genoma. Os genes presentes
no MHC determinam a identidade imunolégica de cada um, uma vez que codificam os
antigenos presentes na superficie das células nucleadas de um individuo e promove, a
partir disso, a distingéo por parte do sistema imunolégico entre antigenos proprios e néo
préprios (FLAJNIK; KASAHARA, 2010). Este reconhecimento orquestra a resposta imune,
possibilitando a defesa do organismo contra corpos estranhos, que podem ser patdgenos
ou tecidos e 6rgaos transplantados que expressem antigenos reconhecidos como nao
proprios, via resposta imune imediata e especifica. Em humanos, a regido genémica
MHC recebe 0 nome de antigeno leucocitario humano (HLA — do inglés Human Leukocyte
Antigen) (FLAJNIK; KASAHARA, 2010; ROCK; REITS; NEEFJES, 2016).

Os loci HLA desempenham papel fundamental na realizacdo dos transplantes de
orgaos e tecidos pois determinam a histocompatibilidade entre os doadores e receptores,
que é a compatibilidade ou equivaléncia imunogenética entre células, tecidos e 6rgéos.
Logo, conhecer a sequéncia génica dos loci HLA, agdo chamada de tipificagédo ou tipagem
HLA, assim como a analise de anticorpos para os antigenos HLA é pré-requisito para a
avaliagdo da histocompatibilidade em transplantes e constituem a principal estratégia para
reduzir as diferengas alogénicas entre doador e receptor.

Nas ultimas décadas, com o avango das descobertas no campo da biologia
molecular, técnicas de utilizagdo e manipulagdo do DNA (4cido desoxirribonucleico), assim
como técnicas sorologicas sdo utilizadas no campo da imunogenética como padréo ouro
para a avaliacdo da histocompatibilidade para transplantes, sejam eles realizados com
enxertos de doares vivos ou falecidos, propiciando alta sensibilidade e especificidade nos
resultados e maior seguranca para os pacientes envolvidos no processo.

Assim, frente a relevancia da histocompatibilidade para a realizagéo de transplantes,
o presente trabalho busca explicitar, por meio de pesquisa bibliografica, as principais
técnicas moleculares utilizadas para verificar a compatibilidade HLA entre doador e
receptor no transplante alogénico de rins provenientes de doador falecido, de acordo com
a regulamentacao vigente no Brasil.
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2|1 DESENVOLVIMENTO

2.1 Organizacao genética do sistema HLA humano

A extensa regido gendbmica MHC, descrita inicialmente em 1958 (DAUSSET, 1958)
causing the pole inequality relations between men and women. Therefore, in this study
wanted to dismantle the detail view of some theories, both social and feminist about gender
relations in the family. Each of these theories (structural functional, conflict and feminist, é
formada por cerca de 4 Mb e localizada no brago curto do cromossomo 6. E uma regido
altamente polimérfica e possui diversos genes que codificam moléculas que participam
ativamente de processos importantes da resposta imune. Estes genes estdo distribuidos
em trés regides gendmicas, ou classes (MHC de classe |, Il e 1ll), que codificam produtos
diferentes funcional e estruturalmente e tém seus alelos expressos em codominancia
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; ROCK; REITS; NEEFJES, 2016; TROWSDALE, 1988).

Os genes HLA sao parte do MHC e codificam as principais moléculas responsaveis
pela apresentagéo de antigenos na superficie celular. Os loci que compreendem o HLA s&o
divididos em HLA de classe | (loci classicos: HLA-A, -B, -C) e de classe Il (loci classicos:
HLA-DR, -DB, -DQ). Existem também os loci conhecidos como néo classicos, que sédo
menos polimérficos (classe |: HLA-E, -F, -G, -HFE, MICA e MICB; classe Il: HLA-DM, -DO) e
por conta desta menor variagdo, tém menor impacto para o transplante de alguns 6rgaos e
tecidos. Os genes da regido de classe Il ndo codificam moléculas pertencentes ao HLA, e
sim, componentes do sistema complemento e outras moléculas importante para a resposta
imune (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; ROCK; REITS; NEEFJES, 2016).

Os antigenos de classe |, expressos em todas as células nucleadas, séo
heterodimeros formados por um glicoproteina codificada pelos genes de classe | em
associagdo com a cadeia ndo polimérfica B-2 microglobolina, codificada por um gene
localizado no cromossomo 15. Ja os antigenos de classe Il tém distribuicdo mais restrita e
sdo encontrados principalmente em células imunocompetentes, como linfocitos T ativados,
linfocitos B, macréfagos, mondcitos e outros. As moléculas de classe Il sédo formadas por
2 polipeptidios transmembrana, a cadeia a e a cadeia B, ligados de forma n&o covalente
(BROWN et al., 1993; ENGELHARD, 1994; ROCK; REITS; NEEFJES, 2016). A cadeia 3 é
muito mais polimérfica do que a cadeia alfa, por estarazdo a tipagem HLA como pré-requisito
para transplantes é atualmente feita para variantes na cadeia beta (HOLDSWORTH et al.,
2009).

As moléculas de classe | e classe Il sdo codificadas por regides extremamente
complexas e polimérficas, que incluem mdultiplos loci e diferentes alelos — mais de 7
mil alelos descritos. Esta distribuicdo de alelos e hapl6tipos varia entre populacdes e a
contagem de alelos HLA conhecidos continua a aumentar, uma vez que existe um crescente
aperfeicoamento no desenvolvimento e uso de técnicas moleculares de tipagem baseada
em sequéncia, o que torna o processo de tipagem HLA extremamente sensivel e especifico,
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propiciando a descoberta de novas variantes (CHARRON, 2005).

2.2 Doacao de rins por doador falecido

A lei federal n°® 9.434, de 4 de fevereiro de 1997, que dispde sobre a “remocéo de
orgéos, tecidos e partes do corpo humano para fins de transplante e tratamento”(BRASIL,
1997), institui, em seu artigo 3° que

Art. 3° A retirada post mortem de tecidos, 6rgéos ou partes do corpo humano
destinados a transplante ou tratamento devera ser precedida de diagnoéstico
de morte encefalica, constatada e registrada por dois médicos nao
participantes das equipes de remocéo e transplante, mediante a utilizagao de
critérios clinicos e tecnolégicos definidos por resolugédo do Conselho Federal
de Medicina (BRASIL, 1997, grifo nosso).

Logo, doador falecido € o individuo em morte encefélica que, apés autorizagéo dos
familiares (prioritariamente parentes de primeiro grau), doa seus 6rgaos e tecidos (BRASIL,
1997). Um Unico doador falecido pode doar coragéo, figado, os rins, pulméo, péncreas,
além de coérneas, intestino, pele, ossos e valvulas cardiacas (ABTO, 2021).

Varios testes clinicos e exames séo realizados para reduzir o risco de rejeicdo
nos transplantes e estes variam de acordo com o 6rgdo a ser transplantado. A avaliacdo
da histocompatibilidade entre doador e receptor também dependem do 6rgdo a ser
transplantado. Para o transplante renal, a compatibilidade HLA tem influéncia direta na
sobrevida do receptor, logo, quanto menor a incompatibilidade dos alelos HLA entre doador
e receptor, menor sdo as chances de o enxerto ser rejeitado (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015).

Para a realizagdo do transplante renal proveniente de doador falecido, de acordo
com as Portarias n° 1.228 e n° 684, de 15 e 16 de junho de 2021, respectivamente, é
requerida a identificacdo do doador e receptor por meio de tipificagcdo HLA de classe |
(HLA-A e -B) e classe Il (HLA-DRB1 e DQB1) por técnicas de média resolugéo. Além disso,
€ necessaria a realizacdo de provas cruzadas de linfocitos T e B entre o doador falecido
e 0s possiveis receptores, e a auto-prova cruzada do receptor. Outro teste requerido pela
legislacdo é a avaliacéo de reatividade do receptor contra painel de anticorpos anti-HLA de
classe | e Il (BRASIL, 20214, b).

2.3 Técnicas

2.3.1 Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR (do inglés polymerase chain reaction) € uma técnica in vitro, descrita
inicialmente em 1985 (SAIKI et al., 1985), que converte pequenas quantidades de DNA
em grandes quantidades a partir da simulagdo do funcionamento de uma célula viva em
mitose. A PCR é um método chave e serve como fundamento para diversas técnicas de
biologia molecular, uma vez que, a partir dela, € possivel a obtencéao de grande quantidade
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de cépias de um mesmo fragmento de DNA, o que facilita a sua manipulagdo (WATERS;
SHAPTER, 2013).

Para que um seguimento particular de DNA seja especificamente replicado por
PCR, alguns componentes e condi¢cdes devem existir conjuntamente: um template de
DNA contendo a sequéncia de interesse, 0 DNA que sera copiado; desoxinucleotideos
trifosfatados (ANTP) que sdo adenina, timina, citosina e guanina, e formaréo as fitas de DNA
recém sintetizadas; uma enzina DNA polimerase termoestavel, responséavel por alongar as
novas fitas de DNA a partir do template; oligonucleotideos iniciadores (primers), que sao
sequéncias de DNA complementar ao DNA alvo e aos quais a DNA polimerase se liga e
inicia a sintese de DNA; e uma solugdo tamp&o contendo ions e pH apropriados (CLINE;
BRAMAN; HOGREFE, 1996; WATERS; SHAPTER, 2013).

Esses componentes sado submetidos a ciclos de calor repetidos tipicamente 25-
40 vezes, dependendo do protocolo. Cada ciclo corresponde a ocorréncia de trés passos
basicos na PCR, que sédo desnaturagéo, anelamento e extensdo. Na etapa de desnaturacéo,
todos os componentes necessarios para a realizacdo da PCR s&o aquecidos a 94 — 96 °C
para que a molécula de DNA desnature, separando as duas fitas. Em seguida, na etapa
de anelamento, a temperatura diminui, permitindo que os primers iniciadores se liguem
ou anelem nas suas sequencias alvo nas fitas de DNA. Por fim, a temperatura aumenta
para atingir a temperatura 6tima de trabalho da DNA polimerase, que se liga aos primers e
polimeriza uma nova fita de DNA a partir do femplate, adicionando um nucleotideo por vez.
Assim, cada ciclo subsequente de amplificacdo, dobra a quantidade de alvo sintetizado nos
ciclos anteriores. O resultado é uma acumulacao exponencial do fragmento alvo especifico,
cerca de 2", onde n € o numero de ciclos de produtos amplificados (WATERS; SHAPTER,
2013).

A introdugcdo da PCR permitiu a amplificacdo de uma sequéncia especifica de
nucleotideos e melhorou a sensibilidade e especificidade da tipagem molecular. O PCR é
tao sensivel que uma Unica molécula de DNA pode ser amplificada. Aprimoramentos, como
o uso de DNA polimerase termoestavel e, subsequentemente, a automagao contribuiram
para o desenvolvimento de numerosas e diversas aplicacbes de PCR. Logo, nenhuma
aplicacéo de PCR Unica sera apropriada para todas as situagdes e, consequentemente,
cada nova aplicacéo requer otimizacédo, como primers, tempos de ciclagem e quantidade
de ciclos diferentes. Atualmente, os métodos baseados em PCR mais frequentemente
utilizados na tipagem HLA geram um produto contendo polimorfismos, que podem ser
detectados por uma segunda técnica, como sondas especificas de sequéncia (SSO).

2.3.2 PCR- oligonucleotideos de sequéncia especifica (PCR-SSO)

O PCR-SSO (do inglés PCR-sequence specific oligonucleotide) &, atualmente, um
dos principais métodos utilizado p6s-amplificacdo na tipagem de alelos HLA de classe | e
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de classe Il para transplante renal (CAO; CHOPEK; FERNANDEZ-VINA, 1999).

Nesta técnica, usando o método de reag¢des de oligonucleotideo positivo, sondas
de oligonucleotideos de sequéncia especifica séo hibridizados com o produto amplificado
do PCR da amostra de interesse e transferido para uma membrana de suporte sélido,
que geralmente € um filtro de nailon ou nitrocelulose. Em determinadas condi¢bes de
hibridizacdo e lavagem, as sondas SSO se ligam somente a sequéncia complementar no
DNA amplificado que esta imobilizado no filtro, o que torna possivel distinguir diferencas de
um Unico nucleotideo apds a detecgéo, que utiliza diversos métodos, como cromégenos ou
substratos quimioluminescentes. Usando um painel de sondas especificas para informar as
sequéncias, os alelos HLA na amostra podem ser inferidos a partir do padrao de reatividade
das sondas. As sondas do PCR-SSO séo selecionadas a partir de uma regido conservada
no éxon de um locus particular para dar amplificacéo seletiva. A hibridacéo é realizada sob
condigdes rigorosas com uma Unica temperatura para permitir o emparelhamento de todas
as sondas de oligonucleotideos complementares a sequéncia HLA especifica presente em
um alelo ou grupo de alelos (ALLEN et al., 1998; CAO; CHOPEK; FERNANDEZ-VINA,
1999; ERLICH; OPELZ; HANSEN, 2001; WORDSWORTH, 1991).

VariagOes da técnica foram desenvolvidas para simplificar a tipagem HLA por SSO,
e a mais utilizada é o SSO reverso (BUYSE et al., 1993)DQB1, DPB1, DRB1, DRBS,
DRB4, DRBS5 alleles. The polymorphic second exon of the different genes was amplified by
the polymerase chain reaction (PCR, que é realizado majoritariamente com a plataforma
Luminex (DUNBAR, 2006; MOALIC; MERCIER; FEREC, 2004). Basicamente, o DNA
de interesse é amplificado por PCR utilizando um primer grupo-especifico. O produto
amplificado € marcado com fluorescéncia, desnaturado e depois hibridizado com sondas
de DNA aderidas a beads magnéticas codificadas por fluorescéncia. A intensidade de
florescéncia de cada bead € detectada por citometria de fluxo e analisada com o uso de
software, que compara os padrdes obtidos na reagdo com os padrdes das sequéncias dos
genes HLA ja publicados (DUNBAR, 2006; MOALIC; MERCIER; FEREC, 2004; TESTI et
al., 2012). Contudo, a descoberta de novos alelos constitui uma limitacao da técnica, uma
vez que novos alelos exigem a confecgao continua de novas sondas.

2.3.3 Identificagcéo de anticorpos HLA

O efeito deletério dos anticorpos no transplante renal levando a rejeicao hiperaguda
foi bem documentado por Patel e Terasaky em 1969, quando observaram que 80%
dos rins transplantados em receptores com prova cruzada (cross-match) positivo nao
eram funcionais (PATEL; TERASAKI, 1969). O papel prejudicial dos anticorpos contra
antigenos HLA foi logo reconhecido e nos ultimos anos tornou-se mais aparente com o
desenvolvimento de novos ensaios sensiveis que identificam especificidades de anticorpos
previamente indetectaveis (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; TERASAKI; CAl, 2005). Ao
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longo do tempo, diversas técnicas foram desenvolvidas e utilizadas na identificacdo de
anticorpos anti-HLA.

Prova cruzada (cross-match) por citotoxicidade dependente de complemento (CDC):
Os ensaios CDC foram amplamente utilizados mundialmente e considerados padrao ouro
para a avaliacéo de aloanticorpos. Este ensaio ainda é muito utilizado no Brasil e no mundo,
principalmente por conta da sua relevancia clinica(MAHOWALD, 2021; PATEL; TERASAKI,
1969; TERASAKI; CAl, 2005).

De forma geral, a CDC simula in vitro o comportamento do Sl frente ao recebimento
do enxerto via transplante, por colocar as células do potencial doador em contato com
soro do receptor e avaliar a reagéo. Para este fim, os linfocitos T totais e os linfocitos B
totais do potencial doador sédo separados e colocados em contato com soro do receptor
para a identificacdo de anticorpos para HLA de classe | e classe Il, respectivamente, que
possam estar presentes no soro do receptor. Em seguida, sdo adicionadas moléculas do
sistema complemento e, caso o soro do receptor contenha anticorpos para as moléculas
HLA expressas nas células do potencial doador, o anticorpo se liga ao antigeno HLA na
superficie da membrana da célula alvo, o que ativa o sistema complemento, levando a
morte celular. O dano celular resultante é detectavel por um corante vital. O percentual
de morte celular é entdo detectado por microscopia e classificado em prova-cruzada
positiva, quando ocorre morte celular, e prova-cruzada negativa, quando néo ocorre morte
celular. Também é possivel fazer a determinagéo de anticorpos do tipo IgM e IgG pelo
uso de ditiotreitol (DTT), que serve como redutor de IgM. Assim, a adicdo de DTT nas
provas cruzadas positivas permite que a positividade devido a anticorpos IgG e IgM sejam
distinguidas. Além disso, a adigcdo de antiglobulina humana (AGH, do inglés anti-human
globulin) também aumentou a sensibilidade da CDC (PATEL; TERASAKI, 1969).

Estes anticorpos direcionados contra antigenos HLA, chamados de anticorpos doador
especifico (DSA) podem ser preexistentes, ou seja, pré-formados por meio de exposicéo
prévia a aloantigenos ap6s eventos sensibilizantes, como transfusdo sanguinea, gravidez
e outros, ou podem surgir apés o transplante. A rejeicdo mediada por anticorpos é um
processo multifacetado e influenciado principalmente pelo equilibrio entre o dano causado
pelo anticorpo do receptor, a capacidade do tecido de reparar a leséo e a eficacia da terapia
de imunossupressao (STOLP; ZAITSU; WOOD, 2019; TERASAKI; CAl, 2005). O resultado
da prova cruzada serve como uma das principais medidas para a tomada de decisédo no
transplante renal, logo os DSA detectados por CDC séo considerados contraindicagéo a
realizacdo do transplante, pois aumentam o risco de rejeicdo. Uma auto-prova também é
feita para estabelecer a contribuicdo de autoanticorpos para a reatividade sérica em uma
prova cruzada(PATEL; TERASAKI, 1969; TERASAKI; CAl, 2005).

Apesar do uso em larga escala e a adi¢gdo do DTT e AGH, a CDC ¢ relativamente
inespecifica (uma reacéo positiva pode ser devido a anticorpos ndo HLA) e menos sensivel
(reacdo falsa) do que as técnicas mais recentes. O ensaio de anticorpo em fase sélida e
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aplicacéo da tecnologia de citometria de fluxo revolucionou a sensibilidade e especificidade
da definicao de anticorpos HLA.

Prova cruzada por citometria de fluxo: Essa técnica se baseia na deteccao de IgG

do soro do receptor ligado aos linfocitos T e B do possivel doador através do uso de IgG
anti-humano marcado com florescéncia, o0 que aumenta a sensibilidade e especificidade
do teste. Para isto, assim como na CDC, os linfécitos T totais e os linfécitos B totais
do potencial doador sdo separados e incubados junto com soro do receptor para a
identificacdo de anticorpos para HLA de classe | e classe Il, respectivamente, que possam
estar presentes no soro do receptor. Apds a incubacéo, adiciona-se anticorpos marcados
com fluorescéncia. Se existirem anticorpos anti-HLA no soro do receptor para os antigenos
presentes nos linfocitos do doador, ocorrera a formagédo do complexo antigeno-anticorpo,
que sera detectada pelo citdbmetro de fluxo. Também séo adicionados anticorpos com alvo
para marcadores de linfécitos T e B, o que permite a diferenciagdo do fenétipo celular. Esta
técnica permite a deteccdo de baixos titulos de anticorpos, o que a torna mais sensivel e
especifica do que a CDC (TALBOT, 1994; UTZIG et al., 1997).

Painel de reatividade de anticorpos (PRA): O desenvolvimento de técnicas de fase

so6lida de triagem de anticorpos HLA, principalmente as que incluem beads de antigeno
Unico com a tecnologia Luminex (DUNBAR, 2006; MOALIC; MERCIER; FEREC, 2004),
aumentaram significativamente a sensibilidade na detec¢do de DSA e, junto com a tipagem
HLA, permitem uma analise geral dos perfis do doador versus receptor de forma virtual,
0 que é de grande valia para a tomada de decisdo acerca da realizacdo do transplante
(ZACHARY et al., 2009).

O ensaio Luminex usa esferas, comumente conhecidas por beads, que sao
diferenciadas por gradacdes em seus corantes fluorescentes. Conjuntos de beads séo
revestidos com um Unico antigeno HLA e os conjuntos de beads para diferentes antigenos
HLA s&o agrupados em um Unico tubo teste, o que permite uma anélise multiplex, ou
seja, de multiplos alvos ao mesmo tempo. As reagdes antigeno-anticorpo nas beads séo
detectadas com reagentes de antiglobulina marcados com fluorocromo. A plataforma
Luminex usa dois lasers: o primeiro € um laser que detecta diferengcas em 100 beads
individuais, cada uma com quantidades variadas de dois fluorocromos diferentes. Cada
conjunto de beads é entdo ligado a uma mistura de antigenos HLA ou a um Gnico antigeno
HLA. As beads sdo entdo misturadas com o soro do paciente para permitir a ligacédo do
anticorpo. Um segundo anticorpo anti-humano ligado a uma molécula repoérter € entédo
adicionado a mistura, e a fluorescéncia do repérter € medida com outro laser, o que permite
uma analise semiquantitativa de anticorpos na amostra do paciente (GIBNEY et al., 2006).

Os ensaios Luminex sdo capazes de identificar de forma independente as
especificidades HLA Classe Il na presenga de especificidades HLA classe I. No entanto,
a relevéancia clinica de muitos anticorpos HLA detectados pela tecnologia Luminex ainda

€ controversa, embora os anticorpos especificos de classe | e Il contra o enxerto estejam
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associados a uma rejeicdo crénica precoce ou de longo prazo, o que permite maior
compreensao do papel que esses anticorpos especificos desempenham no transplante de
orgéos solidos. Com o uso deste ensaio é possivel fazer a triagem dos pacientes por meio
de um amplo painel contendo todos os loci HLA para os quais era dificil ter uma informacéo
do CDC, além de possibilitar a realizag@o de prova-cruzada virtual, que utiliza ferramentas
virtuais para avaliagdo do impacto dos DSA detectados em um possivel transplante
(MAHOWALD, 2021; MOISE et al., 2017; ZACHARY et al., 2009).

31 CONCLUSAO

O avancar das ciéncias da saude permitiu a existéncia da transplantagéo de
orgéos, salvando ou melhorando a condigédo de vida de milhares de pessoas anualmente.
O emprego das tecnologias em saude, especialmente no campo da biologia molecular
e imunogenética, permitem, cada vez mais, uma melhor compreensdo dos elementos
que fazem existir e funcionar o organismo biolégico humano e que implicam diretamente
na tipagem HLA para transplantes. Os novos conhecimentos permitem maior acuracia,
propiciando seguranca e aumento da expectativa de vida para os pacientes envolvidos
neste procedimento.

A importéncia da compatibilidade HLA a nivel genético e soroldgico é evidente no
transplante renal, assim como em varias areas de transplante de 6rgaos solidos. A utilizagdo
de uma técnica especifica para tipagem HLA depende das exigéncias da legislagao vigente,
assim como pode ser influenciada por diversos fatores, como o niumero de amostras,
urgéncia e necessidades clinicas, disponibilidade de equipamentos, equipe, entre outros.

Dessaforma,torna-seclaraaimportanciadosavangostecnolégicosedesenvolvimento
de técnicas moleculares para o estabelecimento de um bom servigco de satude e melhoria
na qualidade de vida dos pacientes. Em especifico, as melhorias no Sistema Nacional
de Transplantes, cuja legislagdo tem acompanhado a melhor compreensao dos fatores
biolégicos e as melhorias tecnolégicas tém propiciado maior exatiddo diagnostica, o que é
imprescindivel para a tomada de decisao para os transplantes renais alogénicos.
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