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RESUMO

A medula 6ssea € o tecido responsavel pela producdo das células
sanguineas do organismo, no entanto, em casos de patologias do 6rgdo, o
transplante de medula 6ssea € uma opc¢do de tratamento. Contudo, para a
efetividade do procedimento, o paciente necessita de uma doacdo compativel
de células progenitoras hematopoiéticas. Em sintese, a compatibilidade do
doador e do receptor € identificada por meio de exames de
histocompatibilidade HLA, que permitem a caracterizacao alélica do paciente e
seu possivel doador, a fim da concretizacdo do transplante. Posterior a
confirmacédo da compatibilidade genética, o doador é encaminhado para a
coleta, a qual pode ser realizada por dois métodos diferentes: aférese ou
puncdo. Em vista disso, os objetivos deste estudo foi realizar uma reviséo na
literatura a respeito dos exames de histocompatibilidade desenvolvidos para
doacdo de medula 6ssea e dos métodos de coleta de medula 6ssea. Desse
modo, concluiu-se que, entender o processo de doacdo de medula éssea, bem
como os métodos de coleta da amostra e os exames de compatibilidade HLA

tem fundamental importancia para a populacao, para, principalmente, aumentar

0 nimero de doadores devido a relevancia do assunto.

Palavras-chave: medula 6éssea, compatibilidade HLA e coleta de células

progenitoras hematopoiéticas.



ABSTRACT

Bone marrow is the tissue responsible for the production of the body's
blood cells, however, in cases of organ pathologies, bone marrow
transplantation is a treatment option. However, for the effectiveness of the
procedure, the patient needs a compatible donation of hematopoietic progenitor
cells. In summary, the compatibility of the donor and recipient is identified
through HLA histocompatibility tests, which allow the allelic characterization of
the patient and his/her possible donor in order to perform the transplant. After
confirming genetic compatibility, the donor is referred for collection, which can
be performed by two different methods: aphheresis or puncture. In view of this,
the objectives of this study are to review the literature regarding
histocompatibility tests developed for bone marrow donation and bone marrow
collection methods. Thus, it was concluded that understanding the bone marrow
donation process, as well as sample collection methods and HLA compatibility
tests is of fundamental importance for the population, especially to increase the

number of donors due to the relevance of the subject.

Keywords: bone marrow, HLA compatibility and collection of hematopoietic

progenitor cells.



INTRODUCAO

A medula O0ssea é responsavel pela constituicdo dos componentes
sanguineos mediante a renovacdo e diferenciagdo das células-tronco
hematopoiéticas, por intermédio, especialmente, do seu microambiente que
suporta estes processos. O tecido localiza-se na cavidade dos 0ssos,
principalmente nos axiais e longos, e caracteriza-se por ser um orgéo liquido-
gelatinoso (FABIO LANA et al., 2021). A funcionalidade da medula éssea esta
ligada com a producao de células sanguineas envolvidas principalmente com a
oxigenacgéo, defesa do organismo e processos de coagulagédo, que sdo: as
hemécias, os leucdcitos e as plaquetas (LUCAS; BIOLOGY, 2022).

Pacientes que, através de um processo patolégico, apresentam
distarbios na producdo dos constituintes sanguineos, sdo submetidos a
tratamento por métodos convencionais, bem como: terapia medicamentosa
direcionada, quimioterapia ou transfusdo sanguinea. Todavia, se as
intervencdes ndo apresentarem eficacia, a equipe médica responsavel avaliara
0 caso e podera optar pelo transplante de células progenitoras hematopoiéticas
provenientes da medula 6ssea (XU et al., 2021).

Para realizacdo de tal procedimento, é primordial que exista
compatibilidade genética de antigenos leucocitario humanos (HLA) entre o
paciente e o possivel doador, a qual é identificada por meio de uma
caracterizagao alélica através de uma coleta sanguinea. Em territorio brasileiro,
inicialmente, realiza-se a busca por um doador em ambito familiar, onde, entre
irméos do mesmo pai e mesma mae, ha 25% mais de chances de encontrar a
histocompatibilidade ideal (PAES DA SILVA; MARTINS VIANA, 2020). Todavia,

a equivaléncia genética podera ser localizada por meio de uma plataforma



nacional que faz a busca desta compatibilidade ideal. Estima-se que a
possibilidade de encontrar uma doacdo de medula compativel e ndo aparentada
é de uma em cem mil (COELHO et al., 2019).

Denominada como REDOME (Registro Nacional de Doadores
Voluntérios), a plataforma informatizada guarda todos os resultados dos
exames de tipificacdo HLA dos doadores voluntarios brasileiros. O intuito é
realizar uma intersecdo com os dados genéticos dos pacientes cadastrados no
REREME (Registro Nacional de Receptores de Medula Ossea), programa no
qual contempla as informacdes clinicas de brasileiros que estdo necessitando
de uma doacdo de medula déssea. A partir do exame HLA compativel, o
andamento do processo segue para a coleta de medula 6ssea, a qual pode ser
realizada por dois métodos diferentes, sendo eles: aférese e pun¢do (BRASIL,
2022).

Sendo assim, 0s objetivos deste estudo sdo realizar uma revisdo na
literatura a respeito dos exames de histocompatibilidade realizados para

doacdo de medula 6ssea e dos métodos de coleta de medula 6ssea.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo consiste em uma pesquisa literaria, com abordagem
qualitativa de carater descritivo, realizada através de uma revisdo de artigos
entre o periodo de 2011 a 2022, por meio de base de dados, tais como
LILACS, SciELO, Periédicos CAPES e PubMed, com a delimitacdo das
palavras-chaves medula 0ssea, compatibilidade HLA e coleta de células
progenitoras hematopoiéticas, nas linguas portuguesa, inglesa e espanhola. Da
mesma forma, foram utilizadas literaturas em outros formatos, como livros e
sites que se integram ao proposito do trabalho. A selecdo dos artigos foi
realizada a partir de uma triagem, utilizando as palavras-chaves

individualmente e de forma combinada, compreendendo as informac¢des mais



relevantes por meio da leitura dos resumos e 0s que se enguadraram no

objetivo da pesquisa, foram lidos na integra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do uso individual e combinado das palavras-chaves,
inicialmente, foram selecionados o total de 29 artigos. Contudo, conforme o
critério de exclusdo determinado foram utilizados 14 artigos, 1 tese e 3 sites

para a elaboragéo da pesquisa, bem como descrito a seguir.

COMPATIBILIDADE HLA

Para a efetivacdo de um transplante de células progenitoras
hematopoiéticas provenientes da medula éssea, € necessario, entre outros
fatores, que se encontre compatibilidade ou equivaléncia das moléculas
codificadas pelos genes de antigenos leucocitarios humanos (HLA), entre as
amostras do doador voluntario e do paciente receptor. Sendo assim, a
tipificacdo HLA é um fator obrigatério para que se realize o procedimento com
éxito e confiabilidade (BONTADINI, 2012). Os genes do sistema HLA integram
o Complexo Principal de Histocompatibilidade, ou também denominado “Major
Histocompatibility Complex” (MHC). Esses genes exercem uma fungao
essencial no organismo, visto que, intervém diretamente na resposta
imunologica e na definicdo da identidade genética de cada individuo. O grupo
MHC humano esta situado no brago curto do cromossomo 6 e agrupa seus

genes em trés regides distintas, onde esses genes estao distribuidos ao longo



de quatro milhdes de pares de bases e dividem-se em classes, de acordo com
suas funcionalidades e diferencas estruturais (OLIVEIRA, 2014).

A regido da classe | faz parte da area mais distal e codifica os loci HLA-
A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F e HLA-G, os quais sado encontrados na
superficie das células nucleadas do organismo (CAMPAGNUOLO et al., 2018).
Por intermédio das suas propriedades, a regido da classe Il esta localizada
mais préxima do centrdbmero e é definida pelas suas sub-regides HLA-DR,
HLA-DP e HLA-DQ, que estdo presentes nas células responsaveis pela
resposta imunoldgica, bem como os macréfagos, os mondcitos e os linfocitos B
(OLIVEIRA, 2014). Ja a regido da classe lll situa-se entre as classes | e I,
abrangendo os genes C2, C4a, C4b e fator b, sendo responséaveis pela
codificacdo de proteinas do sistema complemento (CAMPAGNUOLO et al.,
2018).

Em seres humanos, o sistema HLA € -caracterizado pela sua
particularidade polimoérfica que apresenta, onde, a distribuicdo e a frequéncia
dos antigenos leucocitarios humanos, modificam-se entre 0s grupos étnicos
(RIBEIRO, 2017). Posto isso, € valido ressaltar que, a alta miscigenacédo da
populacdo brasileira torna ainda mais complexa e meticulosa a busca pela
histocompatibilidade (COLLI et al., 2018). O individuo, geneticamente, possui
duas variantes de cada subtipos de alelos, um herdado do pai e outro da mée
(BRASIL, 2022). Ao se tratar de doacdo de medula Ossea, a tipificacdo HLA
imposta no processo € estabelecida através da identificacdo dos genes da
classe I, HLA-A, HLA-B e HLA-C, e dos genes da classe Il HLA-DRB; e HLA-
DQB; (BONTADINI, 2012). No processo, ainda se destacam os genes de maior

especificidade, sendo eles: HLA-DR, HLA-B e HLA-A (DUNN, 2011).



As metodologias para tipificacdo de HLA modificaram-se ao longo dos
anos, principalmente pelo uso de tecnologias baseadas na biologia molecular.
Assim, da mesma forma, foram aperfeicoadas a medida que a complexidade e
o polimorfismo do HLA foram elucidados (DUNN, 2011). Historicamente, os
testes de tipificacdo eram realizados por métodos sorologicos, por meio de
painéis de antissoros contendo anticorpos anti-HLA, por exemplo (BOUZAS,
2011). Todavia, nos dias de hoje, as metodologias se ampliaram e se tornou
possivel estabelecer cada classe HLA por meio da identificacdo da sequéncia
dos seus genes (OLIVEIRA, 2014).

Por meio das metodologias de tipificacdo baseadas em DNA para
andlise dos genes HLA, que se classificam baixa e alta resolucéo, inicialmente
0 DNA deve ser extraido das células nucleadas do organismo por meio de um
kit especifico e comercializado, respeitando o0 seguinte fluxo: hemdlise,
degradacdo seguida da retirada das proteinas, lise dos leucdcitos, precipitacédo
do DNA e, por fim, a purificagdo do mesmo (OLIVEIRA, 2014). Em seguida, a
ampliacdo do DNA ocorre por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), onde se utilizam oligonucleotideos proprios para ampliar a regiao a ser
analisada do genoma. A tipificacdo HLA propriamente dita ocorre, usualmente,
por meio de duas técnicas baseadas na PCR, a PCR-SSP (Sequence-Specific
Primer) e a PCR-SSO (Sequence-Specific Oligonucleotide) (BOUZAS, 2011).

Através do método de PCR-SSP, sdo preparadas algumas reacdes de
ampliacdo do DNA, cada uma contendo primers especificos para destacar o
grupo de alelos. Seguidamente, o substrato da reacdo € submetido a
eletroforese em gel de agarose com brometo de etidio. Esta substéncia tem a

capacidade de florescer quando submetida a luz ultravioleta, assim os



alelos poderdo ser identificados e comparados. O método PCR-SSO visa a
utiizacdo de sondas de oligonucleotideos de sequéncia especifica para
identificagdo dos alelos HLA, por meio da corrida eletroforética em gel de
agarose (BOUZAS, 2011). Apés esta etapa, os amplicons, 0s quais sao
produtos da PCR, séo expostos a hibridizagdo com as sondas para avaliacdo da
intensidade da fluorescéncia. Esta avaliagdo ocorre por intermédio de um
analisador de fluxo, denominado LABScan™100 (OLIVEIRA, 2014). Os dados
efetivados pelo equipamento s&o analisados por meio de aplicativos de
interfaceamento, bem como o HLA Fusion 2.0, para comparacao dos alelos HLA
(BOUZAS, 2011). Vale ressaltar que, as perspectivas dos novos métodos para
tipificacdo HLA, se baseiam nos sequenciamentos de nova geracao (NSG) e as
tecnologias que os sucederdo (DUNN, 2011).

Os exames de tipificacdo HLA, tem um alto grau de importancia para
transplantes de medula 6ssea, visto que, o0 resultado clinico apés o
procedimento  depende diretamente de uma boa relagdo na
histocompatibilidade do doador entre o paciente receptor. Uma vez que,
incompatibilidades durante o processo, se relacionam diretamente com rejeicao
do tecido e a doenca do enxerto versus hospedeiro, condicdo na qual as
células-tronco hematopoiéticas transplantadas atacam o organismo do

receptor, causando maleficios graves (MOSAAD, 2015).

METODOS DE COLETA DE MEDULA OSSEA
Como citado anteriormente, a coleta de medula déssea pode ser
executada por dois métodos diferentes, um deles é através da técnica de

puncdo e o0 outro mediante coleta por aférese (AMEO, 2022). Esta



possibilidade € decorrente do fato de que as células progenitoras
hematopoiéticas sdo encontradas tanto em sangue periférico, como na medula

0ssea, apenas em diferentes concentracdes (OLIVEIRA, 2014).

Puncéo

A técnica deste procedimento consiste na realizacdo de puncdes, com
agulhas apropriadas, na regido 6ssea da crista iliaca do doador, a fim de
aspirar as células-tronco hematopoiéticas presentes na medula 6ssea. O
método de puncdo de medula 6ssea é realizado em um centro cirdrgico de um
hospital autorizado, onde o concessor é submetido a anestesia geral ou
peridural, a depender da circunstancia. Estima-se que o tempo de duracéo do
procedimento totaliza, aproximadamente, duas horas e posteriormente nao
provoque maleficios para o doador (BRASIL, 2022).

De modo geral, o volume aspirado durante a técnica € de 10 a 15
mililitros (ml) por quilograma (kg) do peso do doador, onde, a partir desta
quantidade, encontra-se um numero apropriado de células progenitoras
suficientes que permitem a efetividade do transplante (CASTRO JR. et al.,
2011). Um fator importante a ser ressaltado é que, a quantidade de amostra
biolégica coletada do doador, ndo compromete sua saulde, visto que este
procedimento possui baixo indice de complicacao, cerca de 0,4% (OLIVEIRA,
2014). Da mesma forma, destaca-se que, as ceélulas-tronco hematopoiéticas
difundem-se em um processo natural, desse modo, por volta de duas semanas
apos a doacdo, o organismo do doador estara restaurado (PAES DA SILVA,

MARTINS VIANA, 2020).



Ainda que seja necessario a internacao hospitalar pos coleta, a maior
parte dos doadores recebe alta um dia apds a doacgéo. Os efeitos colaterais do
procedimento estdo ligados com a intervengao da anestesia e dores locais no
quadril, todavia, sdo controlados por intermédio de medicacdo e tendem a

desaparecer em até uma semana (OLIVEIRA, 2014).

Aférese

Neste método, ndo h& necessidade de internacdo hospitalar e de
anestesia, esta intervencao é realizada em hemocentros publicos ou privados
autorizados pelo Ministério da Saude, com duracao de em média quatro horas
(BRASIL, 2022). A técnica de coleta de medula 6ssea por aférese é realizada
por intermédio de um equipamento, onde, em seu interior, 0 sangue total
coletado passa por um processo de centrifugacdo e tem seus componentes
sanguineos separados. Assim, a camada leucocitaria rica em células-tronco
hematopoiéticas é obtida. Simultaneamente através do maquinéario, os outros
componentes sanguineos, tais como as heméacias, sdo devolvidas para o fluxo
sanguineo do doador (SOURCE, 2018).

No sangue periférico, a porcentagem de células-tronco hematopoiéticas,
em comparagdo com a concentracio encontrada na medula 0ssea, é baixa. A
vista disso, para realizacdo da coleta por aférese é fundamental que a
concentracdo de células-tronco hematopoiéticas da corrente sanguinea seja
aumentada. Para isso, o doador voluntario necessita de um preparo pré coleta,
onde recebe citocinas hematopoiéticas como fator mobilizante destas células

(SOURCE,2018).



O farmaco utilizado para tal acdo chama-se Filgrastim®, o qual deve ser
aplicado na forma subcutédnea com a assisténcia de um profissional habilitado,
no periodo de cinco a seis dias consecutivos antes da data determinada para a
coleta por aférese. Em relagdo aos efeitos colaterais do preparo da coleta, o
mais relevante sdo dores pelo corpo, onde podem ser controlados com
medicamentos analgésicos. J& em relacao a técnica de aférese, o doador pode
sentir formigamentos no braco e nduseas apos a doagédo (BRASIL, 2022).

E importante ressaltar que, a escolha sobre o mecanismo de coleta mais
pertinente é de decisdo conjunta da equipe médica responséavel e do doador,
onde, serd avaliado cada contexto e todos os pros e contras de cada método

(BRASIL, 2022).

CONSIDERACOES FINAIS

A partir do exposto neste artigo, acredita-se que, entender o processo de
doacdo de medula éssea, mas, principalmente, a funcdo dos exames de
compatibilidade HLA e os métodos de coleta da amostra, é fundamental. Visto
a importancia do transplante de medula 6ssea como uma opc¢ao terapéutica
para pacientes com patologias hematologicas graves, mas também devido a
grande dificuldade de encontrar um doador compativel. Segundo dados do
REDOME, no presente momento, 650 pacientes buscam por uma doacgao
compativel e ndo aparentada de medula 0ssea. O aprofundamento sobre o
tema é significativo para o entendimento e a conscientizacao populacional. Isso
porque quanto maior for o numero de novos doadores voluntarios cadastrados
nos bancos de dados, maior sera a chance de encontrar um doador compativel
e realizar o transplante de medula éssea promissor, assim promovendo uma

nova perspectiva de vida ao paciente.
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