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Resumo

O complexo MHC (Major Histocompatibility Complex) estd presente em todos os
mamiferos e, no homem é designado HLA (Human Leucocyte Antigen). Este cluster de genes
estd localizado no brago curto do cromossoma 6 (6p21) e possui mais de 220 genes, sendo
uma das regibes mais intensivamente estudadas no genoma humano ha mais de 20 anos,
sendo que ainda nos dias de hoje é alvo de varios estudos. O complexo génico HLA é um dos
mais polimdrficos do genoma humano e divide-se em trés regides: HLA classe I, 1l e I1I. A
principal funcdo das moléculas de MHC é a apresentacdo de fragmentos peptidicos
provenientes de agentes patogénicos e exibi-los a superficie das células de forma a serem
reconhecidos e eliminados adequadamente pelos linfdcitos T.

Desde a descoberta do HLA, varios estudos contribuiram para a melhor compreensdo
da resposta imunitaria. As primeiras associacdes entre a regido HLA e determinadas doencas
reforcaram a ideia j& existente, da complexidade deste cluster de genes e 0 seu extenso
polimorfismo. Com o passar do tempo, foi possivel verificar que determinados genotipos
HLA estdo associados com um grande nimero de doencas, bem como a reagdes adversas a
certos farmacos e com a compatibilidade HLA na transplantagdo. O estudo desta regido
permitiu perceber muitas das suas caracteristicas unicas, despertando um grande interesse
tanto a nivel clinico como cientifico, de tal forma que varias técnicas de genotipagem HLA
foram desenvolvidas. Inicialmente a genotipagem era feita através de métodos serolégicos, no
entanto ndo eram completamente satisfatorios. Foi necessario desenvolver métodos de
tipagem mais robustos e especificos: PCR-SSP (Sequence Specific Primer), PCR-SSO
(Sequence Specific Oligonucleotide) e PCR-SBT (Sequencing based typing). No entanto, estes
também apresentam resultados com ambiguidades, dependendo do tipo de metodologia e kit
usado. Mais recentemente o desenvolvimento da tecnologia NGS (Next Generation
Sequencing) permitiu um maior nivel de resolucdo entre outras vantagens discutidas ao longo
deste trabalho.

O presente trabalho teve como objetivos a aplicacdo das técnicas classicas de
genotipagem de HLA e a revisdo sobre a aplicabilidade de NGS nesta area.

Neste estudo, ap6s utilizacdo das técnicas, foram calculadas as frequéncias alélicas
para as amostras de dadores de medula e de sangue do corddo umbilical. Para os genes HLA-
A, -B, -C e —DRB1, os alelos mais frequentes foram 0s mesmos em ambos os tipos de
amostras, tendo sido o HLA-A*02 com frequéncias alélicas de 26,83% e 27,55%; HLA-B*44
com 14,34% e 13,96%; HLA-C*07 com 24,66% e 25,66%; e o gene HLA-DRB1*07 com
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18,09% e 16,60%, para as amostras de dadores de medula e sangue do cordao,
respetivamente. Estas frequéncias alélicas descritas relativamente as amostras de dadores de
medula 6ssea voluntarios e amostras de corddo a nivel do Norte de Portugal mostram uma
semelhanca com as frequéncias alélicas obtidos por outros autores relativamente a populacéo
Portuguesa.

Com base na literatura, a introducdo da tecnologia NGS nos laboratdrios clinicos trara
inmeros beneficios, principalmente ao nivel da compatibilidade dador-recetor. Esta
tecnologia acarreta menos ambiguidades, menos custos associados a medida que a tecnologia
evolui e para além disso, permitird aumentar o nosso conhecimento relativamente a relevancia
bioldgica ndo sé das regides codificantes, mas principalmente das regiGes nao codificantes, ja
gue permite a sequenciacdo mais alargada dos genes. Os estudos apresentados revelam dados
bastantes satisfatorios quanto a aplicabilidade a nivel laboratorial do NGS, com taxas de

precisdo acima dos 97% na genotipagem HLA.

Palavras-chave: HLA,; genotipagem; PCR-SSO; PCR-SSP; PCR-SBT; NGS.
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Abstract

The Major Histocompatibility Complex (MHC) is present in all mammals and is
called HLA (Human Leucocyte Antigen) in humans. This gene cluster is located in the short
arm of chromosome 6 (6p21) and has more than 220 genes, being one of the most intensively
studied regions in the human genome for over 20 years, and is still the subject of many studies
today. The HLA gene complex is one of the most polymorphic in the human genome and is
divided into three regions: HLA class I, Il and I1l. The primary function of MHC molecules is
to present peptide fragments from pathogens and display them on the cell surface in order to
be recognized and properly deleted by T lymphocytes.

Since the discovery of HLA, several studies have contributed to a better understanding
of the immune response. The first associations between the HLA region and certain diseases
reinforced the existing idea of the complexity of this gene cluster and its extensive
polymorphism. Over time, it has been found that certain HLA genotypes are associated with a
large number of diseases, as well as adverse reactions to certain drugs and HLA compatibility
in transplantation. The study of this region has made it possible to see many of its unique
characteristics, arousing great interest both clinically and scientifically, so that various HLA
genotyping techniques have been developed. Initially the genotyping was done by serological
methods, however they were not completely satisfactory. More robust and specific typing
methods were needed: PCR-SSP (Sequence Specific Primer), PCR-SSO (Sequence Specific
Oligonucleotide) and PCR-SBT (Sequencing Based Typing). However, these also yield
ambiguous results, depending on the type of methodology and kit used. More recently, the
development of Next Generation Sequencing (NGS) technology has enabled a higher level of
resolution among other advantages discussed throughout this work.

The present work aimed to apply the classic HLA genotyping techniques and to
review the applicability of NGS in this area.

In this study, after using the techniques, allele frequencies were calculated for bone
marrow and cord blood donor samples. For the HLA-A, -B, -C and —-DRB1 genes, the most
frequent alleles were the same in both types of samples, being HLA-A*02 with allele
frequencies of 26.83% and 27.55%; HLA-B*44 with 14.34% and 13.96%; HLA-C*07 with
24.66% and 25.66%; and the HLA-DRB1*07 gene with 18.09% and 16.60% for cord and
cord blood donor samples, respectively. These allelic frequencies described for samples from
volunteer bone marrow donors and cord samples in Northern Portugal show a similarity to the

allelic frequencies obtained by other authors from the Portuguese population.
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Based on the literature, the introduction of NGS technology in clinical laboratories
will bring numerous benefits, particularly in terms of donor-recipient compatibility. This
technology leads to less ambiguity, less cost as technology evolves, and furthermore, it will
increase our knowledge regarding the biological relevance of polymorphisms not only of
coding sequences, but especially non-coding regions, as it allows for broader gene
sequencing. The studies presented reveal quite satisfactory data regarding the NGS laboratory

applicability, with accuracy rates above 97% in HLA genotyping.

Keywords: HLA; genotyping; PCR-SSO; PCR-SSP; PCR-SBT; NGS.
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Capitulol =
Introducdo U

1.1. Consideracgdes gerais sobre o MHC

O complexo MHC (Major Histocompatibility Complex) esta presente em todos 0s
mamiferos. O MHC humano, designado HLA (Human Leucocyte Antigen) esta localizado no
braco curto do cromossoma 6 (6p21) e engloba mais de 220 genes, destacando-se genes que
codificam proteinas envolvidas na mediacdo de respostas imunitarias a doencas infeciosas,
influenciando igualmente o resultado na transplantacdo de érgaos e células (Robinson, 2016).
Esta é uma das regides mais estudadas do genoma, 0 que permitiu evidenciar caracteristicas
Unicas e um grande interesse cientifico e clinico, de tal forma que varias técnicas foram
desenvolvidas para genotipagem desta regido (Allcock, 2012).

A principal fungdo das moléculas HLA ¢ a apresentacdo de péptidos provenientes de
agentes patogénicos ou mesmo do proprio organismo e exibi-los a superficie das células de

forma a serem reconhecidos e eliminados por linfocitos T (Robinson, 2016).

1.2. Estrutura e conteudo génico do HLA
O complexo HLA apresenta uma elevada densidade génica. E um dos locais mais
polimorficos do genoma humano e divide-se em trés regibes: classe I, Il e 11l (Choo et al.,

2007), tal como descrito na figura 1.

( )( ( g )Cromossoma 6

HLA

LMP  TAP DQ DR

)¢
Je
%
|

B1A1 B1B3 B4/5 A (C4 C2HSPTNF

00 E0EA G GEme G000 m w

Classe I1 Classe III Classe I
Figura 1. Estrutura génica do MHC humano. O complexo HLA localiza-se no cromossoma 6 e divide-se em trés
classes: classe | (HLA-A, -B, -C, entre outros) numa posicdo mais telomérica, classe 11 (HLA-DP, -DM, -DO, -
DQ, -DR, entre outros) numa posi¢do mais centromérica e classe 11, cujos genes codificam componentes do
sistema do complemento (Adaptado de Silva et al., 2008).
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Dada a importancia do HLA em doencas e na transplantacdo, os genes pertencentes a
este complexo tém sido alvo dos mais variados estudos, tendo a genotipagem em alta
resolucdo dos principais loci do HLA evidenciado informacédo essencial, permitindo criar um
banco de dados com todas as sequéncias oficiais do HLA, o IMGT/HLA

(wwwe.ebi.ac.uk/imgt/hla), cujo conteldo é constantemente atualizado sempre que um novo

alelo ou uma nova funcéo de determinado alelo sdo descobertos (Allcock, 2012). O anexo A
apresenta o aumento exponencial na identificacdo de novos alelos HLA desde 1987 e julho de
2019. A figura 2 apresenta a distribuicdo destes alelos pelos genes mais importantes do HLA
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html).

NUMERO DE ALELOS HLA
Alelos HLA 23907
HLA classe I 17191
HLA classe II 6716
HILA CLASSE 1 HLA CLASSE 11
Genes | Alelos | Proteinas | Nulos Genes | Alelos | Proteinas | Nulos
A 5266 3552 286 DRA 7 2 0
B 6537 4494 3359 DRB ! 3171 2226 124
C 5140 3359 236 DRBI1 ! 2581 1834 78
E 43 11 1 DRB3 | 304 233 15
F 44 6 0 DRB4 233 152 16
G 69 19 3 DRB3 96 70 15
DQA1: 183 76 6
DQB1 | 1718 1151 72
DPA1 | 132 52 1
DPB1 | 1449 960 75

Figura 2. Numero de alelos para alguns genes HLA. Dados recolhidos em julho de 2019. No total, existem
23.907 alelos HLA, dentro dos quais 17.191 de classe | € 6.716 de classe Il. Na classe I, 0 gene mais polimérfico
¢ 0 B e 0 menos polimdrfico é o E. Na classe Il, o DRB é o mais polimérfico (Adaptado de
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html, acedido em julho de 2019).

A classe | codifica as proteinas classicas (A, B, C) e ndo classicas (E, F, G) e inclui
genes com fungdes intrinsecas ao Sl (Sistema Imunitario) e genes com fungdes fora do SI. A
classe Il inclui sobretudo genes que codificam proteinas HLA-II (subunidades o ¢ B) ¢ um
pequeno numero de genes envolvidos no processamento de antigénios para as proteinas de
classe I. A classe 111 possui maior densidade génica, com genes com funcdes variaveis dentro

e fora do SlI, mas apresenta menor variabilidade (Allcock, 2012).


http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html
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1.3. Contexto imunolégico

As moléculas HLA-I expressam-se na superficie da maioria das células nucleadas
enquanto HLA-II expressa-se unicamente nas células apresentadoras de antigénios (APC-
Antigen Presenting Cell), como os linfocitos T ativados, os linfécitos B, o0s
mondcitos/macréfagos e células dendriticas (Choo et al., 2007). Os linfocitos subdividem-se
em T e B, e sdo células imunologicamente competentes que participam, juntamente com 0s
neutrofilos e mondcitos, na defesa do organismo contra infecBes e invasdo por corpos
estranhos. Os linfocitos B reconhecem o antigénio mesmo na sua forma nativa, ao contrario
das células T que apenas reconhecem antigénios apresentados sob a forma de péptidos pelo
MHC (Kallon, 2011). Os linfécitos T reconhecem uma grande variedade de antigénios
provenientes de virus, bactérias e outros microrganismos. O reconhecimento pelas células B é
feito atraves das imunoglobulinas, que podem ser segregadas pela célula sob forma soluvel,
0s anticorpos, ou podem ficar ancoradas a membrana. Os linfécitos T dividem-se em
auxiliares (helper— Th), citotoxicos (CTLs), linfocitos T de memoria, linfdcitos T reguladores
(Treg) e Natural Killer (NKT). Os linfécitos Th e CTLs expressam a sua superficie os co-
recetores CD4 e CD8, respetivamente. Os T-CD4" reconhecem péptidos ligados a HLA-II e
os T-CD8" reconhecem péptidos ligados a HLA-I, sendo este reconhecimento fundamental

para a resposta efetiva das células T (Janeway et al., 2001).

1.4. Estrutura das proteinas MHC, processamento e apresentagao antigénica

As moléculas HLA-I sdo glicoproteinas que consistem numa cadeia o codificada por
genes da classe I do HLA em associagao por ligagdes ndo covalentes com um péptido, a B2
microglobulina, que é codificada por um gene com locus no cromossoma 15. A cadeia a
divide-se em trés dominios extracelulares (a1, a2 e a3) uma regido transmembranar ¢ uma
cauda citoplasmatica. Tal como apresentado na figura 3a, os dominios al ¢ a2 formam um
sulco que permite a ligagdo do péptido, habitualmente com 8 a 10 aminoacidos. A regido
transmembranar possui caracteristicas hidrofobicas permitindo a ancoragem da molécula a
membrana da célula alvo através da cauda citoplasmatica. A B2 microglobulina ¢ altamente
conservada e liga-se ao corecetor CD8. A constituicdo aminoacidica do sulco de ligacdo ao
antigénio é responsavel pelo elevado polimorfismo de HLA-I, condicionando o tipo de
péptido ao qual a molécula se vai ligar (Anaya et al.).

As moléculas HLA-II sdo glicoproteinas que se encontram ligadas a membrana por

duas cadeias polimérficas associadas de forma ndo covalente, cadeia a e B codificadas por
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genes HLA-II. Tal como descrito na figura 3b, os dominios extracelulares al e 1 formam o
sulco de ligacdo ao péptido; a regido transmembranar com aminoacidos hidrofébicos permite
a ancoragem a membrana através da cauda citoplasmatica e os dominios a2 e B2 sdo o local
de ligacdo de CD4 das células T. Os péptidos que se ligam a molécula de HLA-11 sdo maiores
(12 a 24 aminoécidos) e o elevado polimorfismo deve-se aos diferentes aminoacidos que

revestem o sulco onde se liga o péptido (Janeway et al., 2001).

a) b)
Ligacio do péptido Ligacio do péptido
§
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a2 al al ' B1
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Regiio Transm: Regido Transmembranar
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Cauda citoplasmatica

Cauda citoplasmitica

Figura 3: a) Estrutura das moléculas de HLA-I. b) Estrutura da molécula de HLA-II (Anaya et al., 2013).

As vias de apresentacdo de antigénios sdo essenciais para monitorizacdo dos
compartimentos celulares com agentes patogénicos alojados, reportando a sua presenga as
células T. Os antigénios, originados endogenamente no citosol, sdo apresentados as células T-
CD8" como péptidos ligados a moléculas HLA-I. Esses linfocitos reconhecem-nos e eliminam
as células infetadas. Os péptidos obtidos de antigénios exdgenos, que sdo digeridos nos
compartimentos endociticos dos macréfagos, células dendriticas e células B, sdo apresentados
as células T-CD4" via HLA-II (Rock, 2016).

As moléculas HLA-I apresentam péptidos enddgenos provenientes de proteinas
sintetizadas por células que expressam sequéncias mutantes, proteinas microbianas
(provenientes de infegbes, por exemplo virais) ou proteinas polimorficas estranhas

rovenientes de transplantes). Estes péptidos sdo apresentados as células T CD8* que
(P p pép p q
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destroem estas células “anormais”. Estas proteinas sdo ubiquitinadas, ficam marcadas para
degradacdo pelo proteossoma, sendo digeridas pelas peptidases. No entanto, algumas
conseguem escapar e sdo conduzidas até ao reticulo endoplasmatico (RE) através da proteina
TAP (Transporter associated with antigen processing) que é uma glicoproteina inserida na
membrana do RE. Em conjunto com as chaperonas tapasina, calreticulina, a proteina
dissulfeto isomerase (ERp57) e moléculas vazias de HLA-I, formam um complexo de carga
peptidico (PLC-Peptide Loading Complex). A TAP é constituida pela TAP1 e TAP2, e no
conjunto é responsavel pela translocacdo do péptido pelo Iimen do RE até as moléculas de
MHC-1. Para além desta, também a tapasina desempenha importantes funcfes. A tapasina
permite carregar o limen do RE com as moléculas de MHC-1 sintetizadas pelos ribossomas e
manté-las num estado recetivo para ligacdo aos péptidos, auxiliando a ligacdo péptido-MHC I.
Na maioria dos casos, 0s péptidos sdo demasiados longos e necessitam ser cortados pela
aminopeptidase ERAP 1 na extremidade N-terminal de forma a se ligarem corretamente ao
HLA-I. O primeiro passo deste processamento ocorre quando a tapasina se liga ao
heterodimero de HLA-I e esta chaperona liga-se ao transportador TAP, estabilizando-o,
criando assim a ponte de passagem dos péptidos no lumen do RE até ao HLA-I. Por ultimo, a
tapasina liga-se a ERp57 dando estabilidade estrutural ao complexo de carga de péptidos e
criando condicdes Otimas de ligacdo do péptido. A estabilizacdo do complexo de carga leva a
saida da molécula de HLA-I carregada com o péptido via RE e Complexo de Golgi até a
superficie da célula, onde ap0s exocitose ocorrerd a apresentacdo antigénica pelas células T
CD8". Os péptidos que ndo se ligam a HLA-I sdo transportados para o citosol e degradados.
Alguns podem ser protegidos deste processo de degradacdo até a0 momento em que a
molécula de HLA-I esta livre e possa ser carregada novamente com outro péptido (figura 4)
(Anaya et al., 2013, Hermann et al., 2015 e Rock, 2016).
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Figura 4. Apresentacdo antigénica por parte das moléculas de MHC-I (adaptado de Anaya et al., 2013).

As moléculas HLA-II apresentam péptidos derivados de proteinas extracelulares e
auto proteinas degradadas via endossomal. Durante a montagem da molécula de HLA-II no
RE, esta associa-se com a cadeia invariante li, que funciona como pseudopéptido e preenche o
sulco de ligagdo do péptido. Adicionalmente, a cadeia invariante permite uma saida eficiente
do HLA-Il do RE e a sua translocacdo via complexo de Golgi até ao compartimento
endossomal designado MIIC (MHC class Il compartment). Neste compartimento, a cadeia
invariante é degradada por proteases endossomais, nomeadamente a catepsina L e catapsina S.
No entanto um fragmento da cadeia invariante, CLIP (Class II — associated Invariant chain
Peptide), é inacessivel as proteases, logo permanece no sulco até ser trocado por um péptido
adequado, através do auxilio da chaperona HLA-DM. Esta abre o sulco de ligacao de forma a
libertar péptidos de baixa afinidade como o CLIP, permitindo a ligagdo de péptidos de
elevada afinidade. As moléculas de HLA-II carregadas com o péptido deslocam-se para a
membrana plasmatica, via transporte vesicular ou sob a forma de tubulos e da-se a
apresentacédo as células T CD4" (figura 5) (Anaya et al., 2013 e Rock, 2016).



Genotipagem do Human Leucocyte Antigen (HLA):

Técnicas atuais e aplicabilidade da abordagem de Next Generation Sequencing

ok

® ® El.ldos;:‘;“ Proteinas extracelulares
ima épri
o, ® proprias ou estranhas
i\ -
Exocitose L Proteina sl e,
t_ 0t degradada N _ L
— Ll ) Py . | & ." y
T I3 |

LA TR,

Nucleo

Complexo d. ) ) %
Golgi Reticulo
Endoplasmatico

Figura 5. Apresentacgao antigénica por parte das moléculas de MHC-II (adaptado de Anaya et al., 2013).

1.5. Nomenclatura do HLA

A elevada variacdo alélica nos loci HLA e a constante modernizagdo das técnicas de
sequenciacdo exigem um sistema de nomenclatura especializado (Torres e Moraes, 2011),
regulado pelo Comité de Nomenclatura do sistema HLA da organizacdo Mundial de Saude
(World Health Organization Nomenclature Committee for Factors of the HLA System). A
base de dados IPD-IMGT/HLA tem como missdo compilar os dados de novas sequéncias, que
sdo alvo de uma criteriosa avalia¢do para a sua inclusdo. Os alelos HLA possuem um ndmero
constituido por quatro conjuntos de digitos tal como descrito na figura 6. Cada alelo comeca
com o nome do locus (ex: HLA-A, em que HLA corresponde ao prefixo ¢ “A” ao gene, o
hifen separa o prefixo do gene), seguido de dois conjuntos de nimeros. A separar 0 nome do

32 30

locus dos digitos ¢ usado um asterisco “*”, e cada conjunto de niimeros ¢é separado por dois
pontos “:”. O primeiro conjunto corresponde ao grupo alélico, sendo o que define um alelo
em baixa resolucdo. O segundo conjunto corresponde a um subtipo desse alelo, traduzindo-se
numa proteina especifica, sendo o que define um alelo em alta resolucéo. O terceiro conjunto
corresponde a polimorfismos na regido codificante que resultam em substitui¢des sindnimas e
0 quarto conjunto é usado para revelar diferencas nas regides ndo codificantes (intrées ou

UTRs- regides ndo traduzidas).
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Figura 6. Nomenclatura de um alelo HLA (Adaptado de http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html).

Adicionalmente é possivel incluir sufixos com informacdo quanto a expressdo
proteica, como: “N”- alelos que ndo sdo expressos ou alelos nulos; “L”- baixa (low) expressao
a superficie da célula quando comparados com niveis normais; “S”- alelos cuja proteina é
expressa sob forma secretada (S-secreted) e solvel e ndo esta na superficie da célula; “A”- se
h& davidas sobre a forma como a proteina é expressa, sendo considerada aberrante (A-
aberrant); “Q”- expressdo do alelo questionavel (Q-questionable). Estas regras de
nomenclatura estdo ilustradas na figura 6 (Paunic et al, 2012 e

http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html).

1.6. HLA e doengas humanas
O sistema HLA foi descoberto h4 mais de 60 anos, tendo contribuido para a
compreensdo do sistema imunitario e patogénese de algumas doencas (Bodis et al., 2018). As
primeiras associacdes entre 0 HLA e determinadas doencas reforcaram a ideia ja existente, da
complexidade desta regido e extenso polimorfismo. Alguma destas doencas estdo associadas
ao sistema imunoldgico, outras relacionam-se com doencas infeciosas e até reaces adversas a
farmacos (Howell, 2014). Ao longo desta revisdo serdo dados exemplos de doengas

associadas com o HLA.

1.6.1. Doenga Celiaca

A doenga celiaca € uma doencga autoimune que, aquando a ingestdo de glaten, leva a
producdo de autoanticorpos e atrofia das vilosidades do intestino delgado. Esta reacédo
inflamatoria provoca danos no intestino e consequente méa absorcdo de nutrientes, diarreias

cronicas e perda de peso (Howell, 2014 e Mannon, 2018).


http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html
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Os alelos que manifestam a principal associacdo do HLA com esta doenca sdo HLA-
DQA1*05:01/DQB1*02:01 e HLA-DQA1*02:01/DQB1*02:02, conhecidos como DQ2 e
DQ8, respetivamente. Estima-se que aproximadamente 90% dos pacientes com esta doenca
autoimune expressam as moléculas HLA-DQ2 e os 10% restantes expressam principalmente a
molécula HLA-DQ8 (Monos e Winchester, 2018).

A genotipagem HLA é extremamente importante quando had suspeita de doenca
celiaca, principalmente em criancas em que no caso de resultados positivos para HLA-DQ2 e
DQ8 evita-se a realizacdo de uma bidpsia (Howell, 2014). Em adultos, a genotipagem HLA-
DQ2 e DQ8 também pode ser util, no entanto de forma mais limitada ja que a presenca destes
alelos ndo sdo regra para se desenvolver a doenca, ja& que ha muitos individuos que os
possuem e ndo desenvolvem a doenca (Mannon, 2018).

Apesar de um teste negativo ser preditivo para excluir a doenca, um resultado positivo
apenas demonstra suscetibilidade genética. A regra dos quatro em cinco pode ser aplicada a
todas as faixas etdrias para o diagnostico da doenca celiaca. Nesta regra quatro dos cinco
critérios tém de ser observados: sintomas tipicos, aumento significativo dos anticorpos da
doenca celiaca, genotipagem HLA-DQ2 ou HLA-DQS8, biopsia com resultado caracteristico e

resposta a uma dieta livre de glaten (Bodis et al., 2018).

1.6.2. Diabetes Mellitus tipo 1

A diabetes mellitus tipo 1 (T1LDM), conhecida como diabetes mellius dependente de
insulina, € uma doenga autoimune que afeta a produgdo de insulina pelas células B, em
consequéncia da destruicdo destas dentro das ilhotas de langerhans, no péancreas, ap6s um
processo inflamatdrio que leva a deficiéncia de insulina (Monos e Winchester, 2018).

Mais de 90% dos individuos caucasianos com esta doenca, apresentam alelos HLA de
alto risco, sdo estes o HLA-DR3 (DRB1*03:01/DQA1*05:01/DQB1*02:01) e -DR4
(DRB1*04:01 ou *04:04 com DQA1*03:01/DQB1*03:02. ara além destes existem alelos que
conferem protecdo & doenca, sdo estes o HLA-DQ6 que codifica os alelos
DQA1*01:02/DQB1*06:02 e o HLA-DR15 que codifica o alelo DRB1*15:01 (Harrison,
2018). Os alelos de protecao versus predisposicdo diferem no aminoacido na posicdo 57 da
cadeia B da molécula DQBI1. Se o aminoacido codificado por ambos os alelos for o acido
aspértico (Asp) é pouco provavel que haja desenvolvimento da doenca. Foi demonstrado que
a presenca de alanina (Ala) ou serina (Ser) na posicdo 52, confere suscetibilidade para a
doenca (Anaya et al., 2013 e Howell, 2014).
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Apesar destas associacOes, a genotipagem HLA-DQ tem pouca utilidade no
diagnostico. No entanto, foi proposto que a genotipagem de varios loci adicionais em criancas
com genotipos HLA de alto risco e com historia familiar de TLDM, pode ser considerada uma
estratégia de intervencdo precoce (Howell, 2014). No anexo B observam-se os haplétipos
HLA-DRBL, -DQAL1 e -DQBL1 associados a suscetibilidade e protecdo contra a doenga.

1.6.3. Espondilite Anquilosante

A espondilite anquilosante (EA) € uma doenca que afeta a coluna e articulagbes
sacroiliacas, sendo considerada uma artrite inflamatdria crénica. Causa incapacidade
significativa e esta associada a outras patologias como a artrite periférica, uveite anterior,
psoriase e doenca inflamatdria do intestino (DII) (Robinson e Brown, 2013).

Em 1973 a frequéncia de especificidade para o HLA-B27 foi de 95% em individuos
com espondilite anquilosante. Diferentes alelos B27 tém diferentes forgas de associagcdo com
a doenca, sendo que os alelos HLA-B*27:02 e -B*27:05 demonstram o maior grau de
associacdo. Embora a associacdo do EA ao HLA-B*27 esteja entre as associa¢fes genéticas
mais fortes com uma doengca comum, o mecanismo de acdo permanece incerto. Para além
disso suspeita-se que outros genes dentro e fora do HLA estejam associados com a doenca
(Monos e Winchester, 2018). Em quase todas as populagdes em todo o mundo, o HLA-B27
estd fortemente associado a EA, estimando-se que cerca de 90% dos pacientes com
ancestralidade europeia possuam o alelo HLA-B*27 (Dashti et al., 2018).

A genotipagem HLA-B*27 é um teste requisitado a nivel laboratorial no diagnostico
da EA, em que a presenca deste alelo é um marcador confirmatorio (til para a iniciacdo do
tratamento (Monos e Winchester, 2018).

1.6.4. Hipersensibilidade ao Abacavir

O abacavir € um medicamento antiretroviral com seletividade para o VIH (virus da
imunodeficiéncia humana), inibindo a atividade do retrovirus. Este é muito usado no
tratamento de pacientes com VIH. No entanto, muitos pacientes manifestam reacGes adversas,
tendo sido demonstrado que a reacdo de hipersensibilidade destes pacientes deve-se a
presenca do alelo HLA-B*57:01, em consequéncia da ativacdo de células T CD8" especificas
capazes de reconhecer o abacavir quando apresentado pela molécula HLA-B*57:01 (Monos e
Winchester, 2018). Esta reacdo de hipersensibilidade é severa e potencialmente fatal com
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sintomas tipicos de febre, erupgOes cutaneas, vomitos e falta de ar que se manifestam logo nas
primeiras 42h de tratamento (Dean, 2015).

Tal como outros alelos HLA, a frequéncia alélica varia entre diferentes populagoes.
No entanto, é de ressalvar que a associacdo alélica e a hipersensibilidade ao abacavir é
bastante forte e de grande utilidade clinica. Apesar de nem todos 0s pacientes com este alelo
positivo desenvolverem hipersensibilidade, é recomendada a genotipagem do alelo
HLAB*57:01 em pacientes VIH-1 positivos, antes de iniciarem terapia com abacavir.
Pacientes com este alelo (homozigotia ou heterozigotia) ndo podem ser tratados com abacavir
(Dean, 2015).

1.7. HLA e transplantacéo

A compatibilidade HLA é de extrema importancia na transplantacdo de 6rgéos,
especialmente renal e medula 6ssea, definindo qual o dador com maior compatibilidade. Nos
casos de figado e coracdo, a compatibilidade do locus DR é a mais importante, no entanto
encontram-se outras barreiras externas como tempos de isquemia e a disponibilidade de
dadores (Mahdi, 2013).

A incompatibilidade HLA pode dar-se a nivel antigénico ou alélico. O primeiro caso
deve-se a substituicbes de aminodcidos tanto na ligacdo peptidica como nas regibes de
reconhecimento das células T. Ao nivel alélico carateriza-se por substituicdo de amino&cidos
apenas nas regides de ligacdo peptidica. Num transplante, as moléculas HLA do dador séo
reconhecidas pelo sistema imunologico do recetor por mecanismos diretos e indiretos de
aloreconhecimento desencadeando uma resposta aloimune (Mahdi, 2013). O primeiro
envolve o reconhecimento direto do complexo péptido-HLA do tecido do dador pelas células
T do recetor, através das semelhancas estruturais entre as moléculas HLA do dador que
permitem que o TCR (recetor das células T) interaja com o complexo péptido-HLA. O
segundo envolve a apresenta¢do “indireta” dos antigénios HLA do dador processados pelas
células APC do recetor, criando péptidos apresentados pelas moléculas HLA do recetor para
as células T do recetor (Monos e Winchester, 2018).

Utilizando agentes imunossupressores e terapias apropriadas, a ativacdo de células T
pelas moléculas de HLA do dador apds o transplante clinico pode ser controlada. No entanto,
o principal problema a longo prazo é a presenca de anticorpos especificos de dadores que se
desenvolvem contra antigénios HLA incompativeis, constituindo um grande desafio e

necessidade de monitoramento continuo (Monos e Winchester, 2018).
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A compatibilidade HLA entre dador e recetor mostrou um efeito significativo na
aceitacdo do enxerto. Os efeitos da compatibilidade HLA-B e —DR sdo 0s que tém maior
impacto na rejeicao do enxerto, sendo que efeitos das incompatibilidades HLA-DR sdo o0 mais

importante nos primeiros 6 meses apés transplante (Mahdi, 2013).

1.8. Métodos para genotipagem do HLA

O elevado polimorfismo genético do HLA permite que o sistema imunoldgico lute
contra varios agentes patogénicos (Paunic et al., 2012) e exige avancos na tecnologia e
padronizacdo de técnicas moleculares de genotipagem (Bontadini et al., 2012). A
genotipagem cléssica do HLA era realizada atraves de testes seroldgicos com anticorpos
especificos dos antigénios, permitindo identificar variantes de proteinas HLA na superficie
das células. A serologia foi sendo substituida por métodos genéticos, pois ndo era capaz de
identificar alelos especificos (Paunic et al., 2012). Os testes genéticos sdao mais especificos
pois 0s reagentes, como primers e sondas, tém por base uma sequéncia de nucle6tidos
especifica; sdo mais flexiveis, pois sdo desenvolvidos novos reagentes considerando os alelos
adicionados a base de dados e os testes podem ser realizados em varios niveis de resolucéo;
sdo mais robustos, ja que nao requerem um tipo especifico de celula ou viabilidade e é pouco

afetado pela saude do paciente (Bontadini et al., 2012).

1.8.1. Genotipagem Seroldgica

Nesta técnica sdo usadas placas comerciais contendo anticorpos para uma
multiplicidade de alelos HLA conhecidos. Os linfocitos recetores sdo ensaiados nos pocos da
placa conjuntamente com o complemento e o corante. Os anticorpos anti-HLA ligam-se aos
antigénios do recetor, o complemento é ativado desencadeando-se assim a morte celular. A
genotipagem serologica do recetor é determinada pela adicdo do corante que em consequéncia
da morte celular consegue entrar nas celulas, sendo visivel uma coloragdo avermelhada
através de microscopia de contraste. Estes pocos sdo denotados como positivos para
determinado alelo do HLA. A principal vantagem desta técnica é a obtencdo de resultados
num curto espaco de tempo, no entanto, a identificacdo exponencial de novos alelos levou a
gue 0s soros ndo tivessem tanta especificidade como pretendido, uma vez que ndo detetavam
pequenas diferencas nos aminoacidos das proteinas HLA. Assim, esta técnica acabou por cair
em desuso (Bontadini et al., 2012).
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1.8.2. Genotipagem Genética

A genotipagem genética permite uma resolucdo alélica especifica, isto €, alteracbes
nucleotidicas de HLA definem alelos diferentes que sdo detetados atraveés das técnicas
baseadas na amplificacdo in vitro do gene especifico, variando entre si nos métodos de
detecdo pos-amplificacdo. Sdo designadas: PCR-SSP, PCR-SSO, rPCR-SSO, PCR-SBT e
NGS (Bontadini et al., 2012).

1.8.2.1. PCR-SSP (Sequence Specific Primer)

A técnica PCR-SSP foi desenvolvida nos anos 90 como uma alternativa a
genotipagem serolégica para os genes HLA-DR, e em 1995, Bunce et al. aplicaram-na a
genotipagem dos alelos HLA-A, -B, -C, DRB1, -DRB3, -DRB4, -DRB5 e -DQB1
(Dunckley, 2012).

Esta técnica usa primers especificos complementares de determinada sequéncia alélica
do HLA ou a um grupo de alelos semelhantes. Tendo em conta a especificidade dos primers,
apenas se estes forem completamente emparelhaveis com a amostra teste é que se da a
amplificagédo desta. Para as tipagens em genes HLA-A, -B e -C, a maioria dos polimorfismos
conhecidos estdo nos exdes 2 e 3 dos genes e desta forma os primers sdo selecionados de
forma a detetar os polimorfismos nestes exdes. Para os genes HLA-DR, -DQ e -DP, os
primers sdo desenhados para detetar polimorfismos mais abundantes no exdo 2. Este método
pode ser usado para genotipagem de baixa ou alta resolugdo. Um kit para a técnica de PCR-
SSP do HLA-I e HLA-II possui varios conjuntos de primers selecionados de forma a haver
emparelhamento entre estes e a regido do gene que contém o alelo que se pretende amplificar.
Se os alelos estiverem presentes, irdo ser detetados os amplicbes destes através de uma
eletroforese em gel de agarose. As reagdes positivas sdo aquelas que contém, para alem do
controlo interno, bandas especificas com determinado peso molecular (Bontadini et al., 2012
e Dunckley, 2012).

A grande vantagem € a rapidez de execucdo, sendo especialmente usada em amostras
urgentes como transfusdes ou transplantacdo de 6rgdos. Quando é necessaria a genotipagem
de muitas amostras torna-se obrigatorio recorrer a outro método, devido ao elevado numero
de pogos utilizados por amostra. Uma desvantagem manifestada ao longo dos anos, com o
aumento do numero de alelos HLA, é a dificuldade em distinguir determinados alelos numa

Unica reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction). De forma a resolver ambiguidades, novos
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conjuntos de primers podem ser adicionados para novos alelos, no entanto, o crescimento
exponencial dos alelos incrementa as ambiguidades, tornando-se necessario recorrer a

métodos mais especificos (Dunckley, 2012).

1.8.2.2. PCR-SSO (Sequence Specific Oligonucleotide)

A técnica PCR-SSO foi uma das primeiras a ser desenvolvida para a genotipagem do
HLA com base no PCR. Para esta técnica é necessario extrair o DNA e escolher um conjunto
de primers, marcados com biotina, que seja especifico de determinado locus. Estes primers
séo selecionados a partir de uma regido conservada de determinado locus e tém a capacidade
de amplificar todos os alelos conhecidos desse locus. Para a realizacdo desta técnica sdo
necessarias sondas oligonucleotidicas, com cerca de 20bp, o que assegura especificidade e
que a torne instavel caso ocorra uma incompatibilidade. Uma sonda oligonucleotidica
reconhece muitos alelos com a mesma sequéncia, deste modo é necessario definir um alelo ou
grupo de alelos. Estas sdo desenhadas de forma que o polimorfismo que se pretende detetar se
encontre no meio da sequéncia oligonucleotidica aumentando a forca de ligacdo entre a
sequéncia de DNA e a sequéncia oligonucleotidica. Assim, ap6s amplificacdo, o produto de
DNA ¢ transferido para uma membrana de nylon carregada positivamente, para que 0 DNA
amplificado, que possui carga negativa, se ligue fortemente. O DNA amplificado e biotinilado
hibrida com as sondas e esta s6 se verifica quando a sequéncia de DNA amplificada é
complementar ao oligonucleotideo. Assim sendo, oligonucleotideos que ndo hibridam
permanecem em solucdo e sdo eliminados através de sucessivas etapas de lavagem. De
seguida é adicionada solucdo de streptavidina conjugada com uma enzima, por exemplo a
fosfatase alcalina, que se liga aos produtos sonda-sequéncia biotinilada. Por fim é adicionada
a solucdo de substrato que catalisa a formacdo de um complexo colorido permitindo a
identificacdo dos produtos de PCR ligados a sonda. As reacdes de cada amostra sdo guardadas
e a genotipagem ¢é feita recorrendo a software adequado. Esta técnica é muito préatica para um
grande volume de amostras, no entanto acarreta desvantagens para um volume baixo de
amostras, pois apesar de cada individuo ser tipado para cada locus, é necessario um grande
numero de sondas para detetar todas as especificidades. Outro aspeto negativo é o facto de
ndo distinguir polimorfismos cis e trans, logo ndo consegue resolver todas as ambiguidades
(Bontadini et al., 2012 e Dunckley, 2012).

14



Genotipagem do Human Leucocyte Antigen (HLA):

Técnicas atuais e aplicabilidade da abordagem de Next Generation Sequencing

1.8.2.3.  Reverse PCR-SSO (Reverso do anterior)

E uma técnica alternativa ao PCR-SSO que usa o mesmo procedimento de
amplificacdo, painel de sondas e suporte de hibridacdo, no entanto as sondas estdo
individualmente ligadas as membranas para cada locus HLA e a amplificacdo do DNA ¢ feita
com primers especificos. Tal como na técnica anterior ocorre hibridagdo, no entanto nesta
técnica as sondas oligonucleotidicas ja se encontram pré-ligadas a membrana. Os amplicdes
que ndo se ligaram sdo eliminados e a reacdo € detetada por quimiluminescéncia ou
colorimetria. Apesar de ser adequada a genotipagem de um reduzido nimero de amostras,
acarreta os mesmos problemas de resolucdo de ambiguidades (Bontadini et al., 2012).

O Luminex é uma plataforma que recorre ao método reverse PCR-SSO. Usa
microesferas codificadas com fluorescéncia como suporte solido para imobilizar sondas
oligonucleotidicas. O DNA alvo é amplificado por PCR e hibridado no array com as sondas.
Todo o processo ocorre num Unico po¢o numa placa de PCR com 96 pocos, permitindo o
processamento de 96 amostras simultaneamente. Este sistema substitui as membranas usadas
em PCR-SSO por microesferas de poliestireno as quais se conseguem ligar a sondas
oligonucleotidicas especificas. Neste método o DNA alvo é amplificado com primers
especificos e biotinilados e o produto de PCR é desnaturado e hibridado com as sondas
nucleotidicas. A adi¢do da solugdo SAPE (Streptavidina conjugada com a R-ficoeritrina - PE)
permite a sua ligacéo a biotina nos hibridos PCR biotinilado — sonda especifica. A intensidade
de fluorescéncia em cada microesfera é detetada no analisador de fluxo —Luminex (Bontadini
et al., 2012 e Dunckley, 2012). A plataforma Luminex, LABScan, quantifica a intensidade do
sinal de fluorescéncia originado pelo SAPE. Os sinais sdo processados para cada reacdo e a
genotipagem € obtida com recurso a software especifico (Fusion). Cada mistura de sonda
contém um ou mais oligonucleotideos que reagem com todos os alelos de um locus HLA
especifico, funcionando como controle da reacdo (Testi e Andreani, 2015).

Na ultima década, o método baseado em Luminex para genotipagem de baixa
resolucdo foi bem estabelecido, dando-se particular interesse ao uso da tecnologia “special
probe” que permite a resolucdo de ambiguidades cis/trans, caso contrario, seriam necessarios
mais ensaios. Para obter alta resolucdo foram desenvolvidas duas abordagens Luminex,
comercialmente disponiveis, com diferencas consistindo nas etapas de amplificacdo e
desnaturacdo. Um desses sistemas, 0 OneLambda Labtype® High Definition é capaz de
resolver ambiguidades, muitas vezes eliminando a necessidade de testes pela tecnologia SBT

(Testi e Andreani, 2015). Apesar do avanco tecnoldgico, algumas limitagbes véo
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permanecendo como os polimorfismos fora da regido amplificada ou nos locais de ligacdo dos

primers, o que leva a que novas sondas sejam desenvolvidas (Bontadini et al., 2012).

1.8.2.4. PCR-SBT (Sequencing Based Typing)

Esta técnica consiste na adicdo de nucledtidos modificados, os didesoxinucleotideos
(ddNTPs) que impedem o crescimento de um fragmento de DNA aquando a sua replicacdo
pela DNA polimerase (Kallon, 2011).

A técnica de Sanger necessita primariamente de uma reacao de PCR para amplificacdo
do locus de interesse antes da etapa de sequenciacdo. Ap6s a amplificacdo seguindo-se as
etapas de purificacdo, os produtos de PCR em cadeia simples sé&o hibridizados com um primer
especifico para cada locus e para cada um dos exfes mais relevantes. Sdo adicionados
marcadores fluorescentes com diferentes cores para cada tipo de ddNTP permitindo a
distingdo das cadeias truncadas. Assim a DNA polimerase vai adicionando os nucle6tidos a
cadeia, até a incorporacdo de um ddNTP interrompendo a sintese. No final de varios ciclos é
praticamente garantido que um ddNTP tera sido incorporado em todas as posicdes do DNA
alvo, obtendo-se no mesmo tubo varios fragmentos de DNA de diferentes tamanhos,
terminando em cada uma das posi¢des nucleotidos do DNA original. Estes fragmentos sdo
submetidos a uma eletroforese capilar, passando por um tubo muito fino (capilar) contendo
uma matriz de gel. Durante este percurso o laser excita os fluorocromos dos ddNTPs, cuja
fluorescéncia € captada numa camara, convertendo o sinal digital num sistema de cores
identificativo dos 4 nucleotidos presentes: adenina (verde), citosina (azul), timina (vermelho)
e guanina (preto) (Bontadini et al., 2012 e Kallon, 2011).

A interpretacdo dos resultados é feita num software especifico que alinha as
sequéncias resultantes e permite ao operador compara-las com a sequéncia consensus
disponivel numa base de dados. A partir desta comparacdo € possivel determinar o alelo
presente obtendo-se assim a genotipagem em alta resolucéo (Allcock, 2012).

Esta técnica deteta diretamente as sequéncias nucleotidicas permitindo uma
determinacdo mais exata de determinado alelo e até mesmo reconhecer novos alelos. Assim, a
precisdo é a maior vantagem desta e para alem disso € onde se atinge maior resolucdo alélica,
constituindo assim uma das tecnicas preferéncias na transplantacdo de progenitores
hematopoiéticos. Em contrapartida, ¢ uma técnica limitada pelas ambiguidades. Para
ultrapassar esta limitacdo, quando ha ambiguidades devem-se realizar amplificacbes

adicionais com conjuntos de primers especificos de forma a amplificar um alelo ou um grupo
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de alelos separadamente. Mais uma vez, o0 incremento de novos alelos nas livrarias
internacionais torna necessario a sequencia¢cdo noutros exdes ou intrdes que nem sempre estao

disponiveis num determinado kit (Bontadini et al., 2012).

1.9. Tecnologia NGSe o HLA

O processo de identificacdo dos alelos HLA evoluiu desde o método seroldgico até ao
PCR-SSO, -SSP e SBT. Nos dias de hoje, a genotipagem é bastante eficiente, estando
otimizada e sendo capaz de detetar e identificar os diferentes loci. A genotipagem com base
nos seis loci mais importantes da transplantagéo (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQBL1 e —DPB1)
oferece os melhores resultados, com menores niveis de rejeicdo, tanto em drgdos sélidos
como em medula éssea. Em 2005, com o lancamento do sequenciador 454/GS FLX pela
RocheDiagnostics, surgiu uma nova abordagem de sequenciacédo, designada Next Generation
Sequencing (NGS). Desde entdo deu-se uma grande evolucdo dos sequenciadores e
consequente evolugdo da investigacdo, sendo possivel a sua aplicagdo na rotina laboratorial
(Santis et al., 2013). A técnica NGS difere dos outros métodos tradicionais, pois permite a
sequenciacdo de todo o genoma, atraves de reacfes de sequenciacdo a partir de um grande
numero de reagcOes clonais em paralelo. Devido a extrema complexidade do HLA, o NGS
constitui uma nova abordagem com estratégias de genotipagem e algoritmos de softwares
especificos (Gabriel et al., 2014).

Vérias tecnologias NGS foram desenvolvidas, permitindo obter uma genotipagem
HLA com elevado rendimento e alta resolucdo. Os niveis de expressdo dos genes de HLA
podem ter papéis cruciais na patogénese de varias doengas. Deste modo, é necessario detetar
variantes de um unico nucleétido (SNVs- single nucleotide variants), insercdes e delecdes
(Indels) localizadas fora dos exdes. A sequenciacdo completa do HLA, incluindo regides
reguladoras funcionais, pode levar a descoberta de novos alelos associados a patologias
diversas e associados a efeitos adversos a farmacos, assim como esclarecer os niveis de
expressao dos genes que afetam esses processos (Hosomichi et al., 2015).

Para genotipagem NGS é necessario preparar o DNA, isolando o alvo do resto do
genoma. O alvo da genotipagem pode ser o HLA por inteiro, genes especificos ou apenas
certos exfes. O primeiro é frequentemente usado em estudos de genética de populacdes,
associacdo com doencas ou identificacdo de novos alelos HLA, enquanto o segundo e o
terceiro sdo usados mais na rotina laboratorial. A técnica de PCR permite isolar a sequéncia

alvo, atraves do uso de primers especificos, e para além disso, permite a sua amplificacdo, o

17



Genotipagem do Human Leucocyte Antigen (HLA):

Técnicas atuais e aplicabilidade da abordagem de Next Generation Sequencing

que possibilita o uso de pequenas quantidades de DNA. A dificuldade desta técnica consiste
no desenho de primers que amplifiquem a grande maioria dos alelos HLA conhecidos, com
boa garantia de hibridacdo. A maioria das bases de dados apenas possui informacéo sobre 0s
alelos HLA mais comuns. Cada plataforma NGS possui uma quimica de sequenciacao
especifica e dividem-se: em sequenciadores de segunda geracdo, ou seja, de leitura de
tamanho médio, entre 250-1000bp, como o Illumina, Roche e o lon Torrent da Thermo Fisher
Scientific; e sequenciadores de terceira geracdo com comprimento de leitura maior que 10 kb,
como o SMRT da Pacific Biosciences e o Oxford Nanopore™ Technologies. Os
sequenciadores de terceira geracdo sdo capazes de analisar uma Unica molécula de DNA, ou
seja, sem necessidade de amplificacdo prévia da sequéncia. J& no caso de sequenciadores de
segunda geracdo as amostras tém de ser amplificadas antes da sequenciacdo (Carapito et al.,
2016).

As metodologias de sequenciacdo NGS possuem elevado desempenho e estdo cada
vez mais presentes no quotidiano laboratorial. E possivel observar-se ao longo dos anos um
aumento na qualidade dos resultados, bem como no tamanho das sequéncias lidas.
Adicionalmente, a diminuicdo na quantidade de amostra necessaria, no custo por base
sequenciada e a grande quantidade de dados obtidos num curto espaco de tempo tém vindo a

revolucionar a pesquisa em diversas areas (Zolet et al., 2017).

1.9.1. Roche454 System

A tecnologia Roche454 tem por base a pirosequenciacdo de fragmentos de DNA
inicialmente amplificados por clonagem em esfera, por PCR de emulsdo (Carapito et al.,
2016). Milhges de reagdes clonais de PCR de emulsdo realizam-se em goticulas 6leo-agua
emersas com 0s respetivos reagentes de PCR necessarios e as esferas (Gabriel et al., 2014).

As reacOes de pirosequenciacdo ocorrem em placas de Pico Titer Plates™ com pogos,
sendo que cada um deles aloja apenas uma esfera. A medida que o nucleétido é incorporado
pela DNA polimerase h& libertacdo de pirofosfato, que através de reacOes enzimaticas
converte o sinal em forma de luz observada pela camara. A localizacdo da esfera, a sequéncia
e a emissdo de luz é calculada para um fluxograma, que corresponde a leitura de uma
sequéncia derivada de moléculas de DNA ligadas a esfera (Gabriel et al., 2014). Todo este
processamento é possivel ser observado no anexo C.

A grande vantagem desta plataforma € a possibilidade de leituras até 1000bp, podendo

abranger regiGes com dois exfes. Os principais erros detetados devem-se a insercdes e
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delecBes em consequéncia da presenca de regides com homopolimeros. A identificacdo do
tamanho dos homopolimeros deve ser determinada pela intensidade da luz emitida pelo
pirosequenciacdo, assim sinais com intensidade muito alta ou muito baixa levam a sub ou
superestimagdo do numero de nucle6tidos, ou seja, 0 aumento de sinal ndo é proporcional,
levando a erros de identificacdo (Kchouk et al., 2017). Em comparacdo com a sequenciagdo
de Sanger, a reducdo das ambiguidades é de 93,5%. O baixo rendimento e elevado custo

levou a que a Roche tenha descontinuado os sequenciadores em 2016 (Carapito et al., 2016).

1.9.2. SOLiD (Sequencing by oligonucleotide ligation and detection)

Esta tecnologia NGS baseia-se num equipamento de sequenciagdo por hibridacéo e
ligacdo. Aqui a amplificacdo é feita por polonies, ou seja, sequéncias de DNA clonadas e
amplificadas a partir de uma unica molécula de PCR com uma matriz de poliacrilamida
imobilizada numa simples l1amina de microscopio. Tal como demonstrado no anexo D, neste
método os fragmentos de interesse sdo amplificados na superficie de uma esfera magnética
com 1 um em PCR de emulsdo. Devido a matriz de poliacrilamida a difusdo dos fragmentos
amplificados é retardada e assim as moléculas amplificadas permanecem muito proximas da
sequéncia molde, ficando disposta de forma paralela na lamina. As esferas com os amplicdes
sdo depositadas numa lamina e de seguida ha hibridizagdo dos primers com a sequéncia
adaptadora, comum a todas as sequéncias amplificadas, do fragmento. Assim, inicia-se entdo
a sequenciacdo por ligacdo. Para além dos primers, sdo necessarias DNA ligases fornecidas
juntamente com combinacdes especificas de pequenas sondas marcadas com fluorescéncia.
Estas sondas possuem um local de ligagdo, a primeira base, um local de clivagem,
correspondente a quinta base e quatro corantes fluorescentes ligados a ultima base). Assim, a
ligase reconhece a sonda marcada com fluorescéncia que hibridou com a molécula de DNA
molde e faz a ligacdo desta com o primer adjacente emitindo um sinal de fluorescéncia que é
detetado, convertendo numa sequéncia nucleotidica especifica. Apds emissdo do sinal, ocorre
clivagem do fluoréforo, iniciando-se novo ciclo de ligacdo. Estes ciclos repetem-se a partir
das sequéncias das sondas com tamanhos diferentes de forma a toda a sequéncia apresentar
uma boa cobertura. Nesta metodologia, 0 DNA pode ser clivado em fragmentos até ~100bp e
ligado aos adaptadores especificos para 0 PCR em emulsdo ((Liu et al., 2012 e Zolet et al.,
2017).

A grande vantagem desta plataforma é a elevada precisdo, pois cada base € lida duas

vezes, enquanto a desvantagem sdo leituras relativamente curtas e tempos de execucao
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longos. O principal tipo de erro é nas substituicbes e para além disso sdo frequentes erros
devido ao ruido durante o ciclo de ligacdo, e consequentemente identificacdo errada das bases.
A sequenciacdo SOLID ja foi bastante utilizada em diversos projetos: resequenciacdo de
genomas, analises de transcritomas e sequéncias expressas, descoberta de miRNAs (micro
RNAs) e outros pequenos RNAs, etc. Este tipo de sequenciacdo auxiliou na revolucdo das
anélises genéticas, atraves da reducdo de custos e aumento consideravel da quantidade de

dados gerados numa sé reacdo (Kchouk et al., 2017 e Zolet et al., 2017).

1.9.3. lon Torrent PGM (Personal Genome Machine)

A tecnologia lon Torrent PGM é semelhante a tecnologia Roche454, no entanto ndo
utiliza ides marcados com fluorescéncia nem sistemas éticos de detecdo, logo apresenta como
vantagem uma reducéo de possiveis fontes de ruido na detecédo da fluorescéncia resultante da
incorporacdo de um dado nucleétido (Zolet et al., 2017). O principio baseia-se na medicao
dos ides de hidrogenio que sdo libertados @ medida que ocorre a incorporacdo de nucleotidos
pela DNA polimerase. Este sequenciador possui um chip semicondutor com milhdes de pocos
e a sequenciacdo inicia-se com a fragmentacdo de uma sequéncia de DNA em multiplos
fragmentos. Cada po¢o do chip contém uma Unica particula esférica onde se ird ligar um
unico fragmento de DNA. Para além disso sera adicionado a cada um dos fragmentos, um
primer seguindo-se a amplificagdo de cada um deles numa reacdo de PCR de emulsdo, até
preencher completamente a esfera. Segue-se entdo, um fluxo sequencial de cada um dos
nucledtidos que sdo bombeados para o chip, e a medida que cada um é incorporado ocorre
libertacdo de um ido de hidrogénio. Em consequéncia dessa libertacdo, da-se um desvio no pH
do poco e essa mudanca é detetada e convertida num sinal digital. Esta variacdo do pH é
proporcional ao numero de nucle6tidos adicionados, no entanto, tal como acontece com o
sequenciador da Roche454, esta leitura é dificultada na presenca de sequéncias repetitivas de
DNA. Deste modo, mantem-se o problema de sequenciacdo de homopolimeros, em que uma
alteracdo de sinal ndo pode ser encarada com precisdo. Contrariamente, como vantagem, a
tecnologia lon Torrent é a que apresenta tempos de execucdo mais curtos ao nivel das
plataformas de segunda geracdo, com leituras médias de cerca de 400 bases em 3h. Para além
disso, estas leituras constituem também uma caracteristica atraente para a sequenciacdo HLA,
uma vez que 400 bases € o comprimento correto para abranger um Unico exdo HLA
(Carapito et al., 2016, Gabriel et al., 2014 e Kchouk et al., 2017). Outra vantagem é a

reduzida taxa de erro, sendo de 1 base por cada 100 sequenciadas. Contudo, o tamanho dos
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fragmentos sequenciados e a quantidade de dados gerados ndo é muito grande, sendo
necessaria otimizacdo desta técnica. Este sequenciador apresenta uma vasta gama de
aplicacbes, como a sequenciacdo de genomas e transcritomas bacterianos, regides alvo
especificas, bem como detecdo de variantes de DNA, como os SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) (Zolet et al., 2017).

1.9.4. Hlumina

A tecnologia Illumina tem por base a sequenciacdo por sintese. Possui diversas
plataformas, que vao desde o Miseq com tamanho de bancada para os grandes sistemas HiSeq
oferecendo uma grande variedade de rendimento e produtos. Esta metodologia inicia-se pela
preparacdo de bibliotecas (conjunto de fragmentos de DNA obtidos apds a amplificacdo),
onde o DNA é fragmentado aleatoriamente seguida de adicdo de adaptadores as suas
extremidades. Os fragmentos ligados aos adaptadores sdo posteriormente amplificados por
PCR, selecionados por tamanho e adicionados a uma fase sélida designada por células de
fluxo (ldmina de vidro com canais de poliacrilamida) onde sdo capturados por
complementaridade através de adaptadores especificos. Cada fragmento € amplificado em
conjuntos clonais, designados clusters (conjuntos de genes), em ponte de fase solida
utilizando diversos primers imobilizados na célula de fluxo. Na amplificacdo por ponte, apds
a hibridacdo com o primer imobilizado na superficie ha extensdo deste fragmento pela DNA
polimerase formando uma regido de cadeia dupla. De seguida, esta € desnaturada e fica pronta
para hibridar com outro primer complementar imobilizado ocorrendo assim a sintese de outra
molécula. Durante a amplificagdo, as moléculas formam uma ponte, dai a denominagéo deste
tipo de amplificacdo. Cada cluster ird abranger um Unico fragmento e corresponder a uma
Gnica leitura no final do procedimento, podendo obter-se até 1000 coépias idénticas
densamente compactadas na célula de fluxo. Para assegurar que apenas as cadeias sense
permanecem na lamina, apds a formacdo destes clusters, a sequéncia antisense de cada
molécula molde é clivada e o adaptador complementar é bloqueado. Este processamento esta
descrito no anexo E. As sequéncias adaptadoras ndo irdo apenas funcionar como ligantes entre
a sequéncia e a celula de fluxo, mas também como primers para a amplificacdo em ponte.
Assim como os outros reagentes de sequencia¢do também os quatro dNTPs marcados com
fluorescéncia séo adicionados e 0 processo de sequenciagdo consiste na monitorizagédo da
incorporacdo dos nucleotidos fluorescentes, sendo que em cada ciclo de polimerizagdo apenas

um nucleétido € incorporado em cada molécula. Este tipo de metodologia diminui a formacéo
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de homopolimeros quando sequenciados em sequéncias repetitivas. Assim, a cada
incorporacdo de um nucleétido é detetado um sinal especifico de cada cluster pelo
equipamento e o bloqueador da extremidade 3° da molécula nascente ¢ removido para que o
proximo nucleotido possa ser incorporado. Por fim, os nucle6tidos ndo ligados sdo removidos
por lavagem. De forma a facilitar a identificacdo das amostras, é frequente a introdugdo de
pequenas sequéncias de DNA, designadas por “DNA Barcoding”, ligadas as sequéncias
adaptadoras. Estas sdo incorporados durante a criacdo das bibliotecas e cada cddigo
corresponde especificamente a uma determinada amostra. A Illumina dispde ainda de uma
variedade de kits para diferentes comprimentos de leitura, taxas de rendimento e tempo de
execucao (). Esta tecnologia é a mais amplamente utilizada pela comunidade cientifica e a
cada ano, as suas metodologias necessitam de otimizacOes resultando em novos Kits e
equipamentos adaptados a diferentes realidades técnicas. Atualmente existem no mercado seis
equipamentos diferentes adaptados a esta metodologia (Gabriel et al., 2014 e Zolet et al.,
2017).

As principais vantagens sdo a auséncia de erros causados por homopolimeros, baixo
custo e maior nivel de precisdo quando comparado com outras tecnologias no mercado. Como
principal desvantagem, esta técnica apresenta um longo tempo de reacdo (Carapito et al.,
2016). A sequenciacdo do DNA pode englobar o genoma completo, partes do genoma,
moléculas de RNA previamente convertidas em cDNA (DNA complementar), RNA total ou

MRNA (RNA mensageiro), genes especificos, entre outros (Zolet et al., 2017).

1.9.5. Pacific Biosciences

A tecnologia Pacific Biosciences usa 0 método SMRT (single molecule real time
sequencing), com monitorizacdo em tempo real da incorporacdo de cada um dos nucleétidos
pela DNA polimerase, com sinal de fluorescéncia préprio (Carapito et al., 2016). Nesta
metodologia a DNA polimerase € especifica ($29), pois foi necessario otimiza-la de forma a
aumentar a sua afinidade pelos os nucledtidos fosfoligados. Cada nucleétido possui seis
grupos fosfato ligados e o ultimo esta por sua vez ligado ao fluoréforo. A DNA polimerase
encontra-se ligada a um detetor e catalisa a sintese do DNA complementar com base numa
sequéncia molde. Este detetor possui apenas alguns nanometros e é feito de um filme de metal
depositado num extrato de vidro. Devido ao tamanho do seu orificio, o volume de reacdo é da
ordem dos zeptolitros. Em consequéncia, quando um nucledtido é detetado pelo local ativo da

DNA polimerase, é incorporado em apenas milésimas de segundos, seguindo-se da detecédo de
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um sinal de fluorescéncia momentaneo, que rapidamente decai com a libertagcdo dos grupos
fosfato que possuem o fluoréforo ligado (anexo F). Todos os nucledtidos marcados sdo
libertados ao mesmo tempo na célula de sequenciacdo, mas apenas o nucledétido no local ativo
da DNA polimerase se encontra proximo o suficiente para ser detetado, de forma que a
presenca dos restantes ndo interfere com a detecéo de sinal (Zolet et al., 2017).

As principais vantagens sdo a reduzida quantidade de reagentes e a rapidez da
metodologia, ja que ndo existem etapas de lavagem entre cada nucle6tido incorporado nem de
pré-amplificacdo. A desvantagem ¢é a elevada taxa de erro, de 13%, dominada por erros de
insercdes e dele¢des. Esta tecnologia é usada para a sequenciacdo de genomas, transcritomas e
epigenomas completos, conseguindo-se sequéncias de elevado tamanho, com uma média
1000bp podendo chegar até 10.000bp, sendo util em aplicagbes relacionadas com o
alinhamento de sequéncias de forma ndo ambigua e resolucdo de regibes complexas com

sequéncias repetitivas, entre outros (Kchouk et al., 2017 e Zolet et al., 2017).

1.9.6. Oxford Nanopore Technologie

A Oxford Nanopore Technologie é a tecnologia mais recente e diferente das restantes,
pois ndo depende do uso de DNA polimerases nem marcacgdes fluorescentes, reduzindo os
custos e aumentando a velocidade de processamento. Esta disponibiliza duas versdes de
sequenciadores: GridlON e o MinlON. O primeiro é um dispositivo maior, mais direcionado
para sequenciacdo de genes completos. O segundo é uma versdo melhorada, sendo um
dispositivo pequeno e portatil capaz de sequenciar 1Gb de DNA. Esta tecnologia é bastante
vantajosa no estudo do HLA, pois permite obter leituras longas, até 30Gb, possui baixo custo
e a preparacdo da amostra é simples. Tem por base o uso de nanoporos, sintéticos ou
bioldgicos os quais permitem a discriminacdo dos nucleétidos individualmente medindo a
mudanca na condutividade elétrica & medida que as moléculas de DNA atravessam o poro. E
utilizada uma exonuclease |1 em associacdo com o complexo do nanoporo (possui uma
molécula adaptadora, a ciclodextrina, covalentemente associada proximo ao centro do poro de
forma a otimizar a discriminacdo das bases) permitindo a reducdo da velocidade com que o
DNA passa através do poro, o que melhora a qualidade de captura do sinal (Zolet et al., 2017
e Carapito et al., 2016).

Sao varias as vantagens desta tecnologia: é capaz de discriminar com precisdo (cerca
de 90%) os dNMPs (desoxinucleosideosmonofosfato), é capaz de conhecer formas metiladas,

leituras rapidas de 400 Mb numa corrida de 48h, oferece um baixo custo e os dados sdo
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exibidos na tela e gerados sem ter que esperar que a corrida esteja completa. Outra vantagem
do MinlON ¢é a possibilidade de utilizacdo em estudos locais, epidemiologicos ou de
monitorizacao, pois é facil a conexao USB a qualquer computador, produzindo resultados de
sequenciacdo em tempo real a medida que as moléculas de DNA sdo lidas (Zolet et al., 2017
e Carapito et al., 2016). Esta versdo pode fornecer leituras muito longas, superiores a
150kbp, no entanto produz uma elevada taxa de erro de ~ 12% distribuida em cerca de 3% de
incompatibilidades, ~ 4% de insercdes e ~ 5% de exclusdes. A tecnologia Oxford Nanopore
Technologie continua a evoluir. Recentemente surgiu um instrumento chamado
"PromethlON". E um sequenciador de mesa de trabalho autonomo com 48 células de fluxo
individuais, cada uma com 3000 poros (equivalente a 48 MINIONs) operando a 500bp por
segundo, o que é suficientemente poderoso para alcancar um throughput elevado e vantajoso

para o sequenciacdo de grandes genomas, como o genoma humano (Kchouk et al., 2017).

1.9.7. Bioinformatica

Apesar das particularidades de cada plataforma NGS, o pds-processamento recorre
sempre a Bioinformatica. Apds sequenciacao, o ficheiro gerado € introduzido num programa
adequado sendo efetuado um pré-processamento, como remocéo das sequéncias adaptadoras e
sequéncias com baixa qualidade de leitura. Apds alinhamento da sequéncia de referéncia com
a de teste, € feita a interpretacdo, de acordo com a aplicacdo e as questdes cientificos. O
elevado polimorfismo do HLA exige adaptacdes no alinhamento. Assim, as leituras de
sequéncia sdo alinhadas com as sequéncias alélicas HLA conhecidas e disponiveis na base de
dados IMGT/HLA, limitando a perda de leituras e desfasamentos. Adicionalmente, é possivel
diferenciar melhor os alelos e facilitar a genotipagem. Também o nimero de softwares para o

HLA tem aumentado, de forma a facilitar a genotipagem (Carapito et al., 2016).
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Capitulo 2

Material
e Metodos

Este capitulo descreve a metodologia utilizada para a genotipagem HLA, de acordo com

os protocolos vigentes no IPST- Porto, desde a colheita das amostras bioldgicas até a

interpretacéo final dos resultados.

2.1. Colheita de amostras bioldgicas e triagem

Apos identificacdo do utente, procede-se a colheita de sangue, sendo selecionados 0s
tubos conforme os pedidos e sendo as amostras entregues nos laboratorios de destino. Em
caso de amostras externas, apés identificacdo pelo secretariado, estas sdo encaminhadas para
0s respetivos laboratdrios.

No presente trabalho, foram analisadas 2054 amostras de dador CEDACE (Centro
Nacional de Dadores de Células de Medula Ossea, estaminais ou de Sangue do Cord&o) desde
2017 até julho de 2018 e 265 amostras de corddo desde 2013 até julho de 2018.

2.2. Extracéo de DNA

Para a obtencdo de DNA com suficiente integridade, a amostra de sangue deve ser
colhida como sangue total e armazenada com EDTA (Acido etilenodiamina tetra-acético) ou
ACD (Acido citrato dextrose) como agentes anticoagulantes. O valor minimo de sangue total
necessario é de 200 pL.

Nos casos em que a pureza de DNA é de extrema importancia, como as amostras de
rotina, deve realizar-se a extracdo a partir de buffy coat. Para tal centrifugam-se os tubos de
sangue a 3500 rpm durante 10 min e a 4°C. De seguida, com uma pipeta esterilizada retira-se
0 anel de linfdcitos para um tubo de 15 ml ao qual se adiciona RCLB (Red Cell Lysis Buffer:
para 2 litros de solucdo adiciona-se; 20 ml Tris 1M pH=7.6; 10 ml de MgCl> 1M; 4 ml de
NaCl 5M e completa-se o restante volume com H>O) na propor¢do de 1:3. Volta a

centrifugar-se durante 10 min a 1200 rpm e rejeita-se o sobrenadante, devendo repetir-se a
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lavagem com RCLB até o pellet estar completamente limpo. Em seguida procede-se a
extracdo manual ou automatica.

O parametro da qualidade das amostras extraidas € assegurado pela quantificacdo e
avaliacdo da pureza final do DNA obtido descrito em 2.3. A amostra resultante da extragéo
deve ser guardada a temperatura de 2° a 8° C até processamento ou a -20°C, para
armazenamento mais prolongado.

A extracdo de DNA pode ser realizada por diferentes procedimentos. O protocolo de
extracdo manual encontra-se descrito abaixo. No entanto esta pode ser realizada por outros
dois procedimentos de extracdo automatica, descritos nos anexos G e H. Sdo eles a extragdo
em modo automatico no QIlAcube, cujo permite a extracdo de DNA a partir de um total
maximo de 12 amostras; e a extracdo automatica a partir do QIAGEN-QIASYMPHONY DNA

BloodKit para um total maximo de 96 amostras.

Procedimento Extracdo Manual:

a) Identificar previamente um tubo eppendorf de 1,5 ml, pipetar 20 pl de Protease
(Qiagen 20 mg/ml), 200 pl de amostra (sangue total ou buffy-coat previamente isolado e
lavado) e adicionar 200 pl de Tampdo AL. Misturar no vortex durante 15 seg e incubar a 56°C
durante 10 min.

b) Apos centrifugagdo breve para remocgéao de gotas na tampa, adicionar 200 pl de etanol
absoluto e misturar no vortex, durante 15 seg. Ap6s mistura, centrifugar novamente de forma
breve.

c) Aplicar a mistura na microcoluna de extragdo inserida num tubo coletor de 2 ml e
centrifugar a 8000 rpm durante 1 min. Colocar a microcoluna num tubo coletor de 2 ml limpo
e descartar o tubo que contém o filtrado. Caso na microcoluna ainda permaneca liquido esta
centrifugacéo deve ser repetida.

d) Adicionar 500 pl de Tampé&o AWL1 e proceder como em c).

e) Adicionar 500 pl de Tampdo AW2 e centrifugar a 14000 rpm durante 3 min. Caso
ainda exista tampdo AW2 na microcoluna, coloca-la num tubo novo coletor e centrifugar a
14000 rpm durante 1 min.

f) Colocar a microcoluna num eppendorf de 1,5 ml, descartar o tubo coletor com o
filtrado e adicionar 200 ul de Tampédo AE. Incubar a temperatura ambiente (15-25°C) durante
1 min e centrifugar a 8000 rpm, durante 1 min. NOTA: a incubacéo antes da centrifugacao

permite o aumento do rendimento.
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g) Identificar o tubo de armazenamento, proceder a quantificacdo da amostra e seu

armazenamento.

2.3. Quantificagdo e Andlise da pureza do DNA

Os equipamentos Nanodrop 1000 e Nanodrop 8000 determinam a quantidade de
acidos nucleicos através da leitura das absorvancias nos comprimentos de onda de 260 nm e
280 nm e também estabelece um grau de pureza da amostra através das razdes 260/280 e
260/230. Para DNA puro, a razdo 260/280 tem de apresentar valores de = 1,8. Valores
inferiores a esta razdo indicam a presenca de proteinas, fenol ou outros contaminantes que
absorvem préximo do comprimento de onda de 280nm. A razdo 260/230 é considerada uma
medida secundaria da pureza dos acidos nucleicos. Esta razdo apresenta valores entre 1,8 e
2,2, sendo que valores inferiores desta razao indica a presenca de sais e solventes organicos.

A amostra sujeita a quantificacdo deve estar o mais homogénea possivel de modo a
evitar desvios na quantificagdo. E importante que a quantidade de amostra a testar cubra
uniformemente o orificio do pedestal inferior e que ndo haja bolhas de ar. O volume
recomendado é de 1,5a 2 pl.

Entre leituras de umas amostras para outras, € necessario proceder a limpeza dos
pedestais com papel absorvente. J& no final de todas as leituras deve-se limpar os pedestais da
seguinte forma: 1) Adicionar 5 ul de agua ultra-pura no pedestal inferior; 2) Baixar o pedestal
superior e deixar em repouso durante 2 a 3 min; 3) Secar os pedestais superiores e inferiores
com papel absorvente.

A concentracdo 6tima de DNA para cada uma das técnicas utilizadas deve ser:

o 30 a50 ng/pl-PCR-SSP OLERUP

o 20 a 60 ng/ul- Labtype rSSO tecnologia Luminex
o 10 a40 ng/ul- SBT HLAssure Texas BioGene

o 15-30 ng/ul- SBT SeCore

2.4. Genotipagem HLA Classe I e Il pelo kit OLERUP SSP
2.4.1. Procedimento
24.1.1.  Amplificacdo por PCR
a) Remover a placa de PCR contendo os primers liofilizados do congelador, assim como
o0 reagente PCR Master Mix com Tag (OLERUP SSP).
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b) Num tubo de 1,5 ml, juntar (N+2) x 3 ul de PCR Master Mix com Tag e (N+2) x 5 pl
de dH20, sendo N o numero de pocos da placa de PCR. Homogeneizar a mistura no vortex e
dispensar 8 pl desta em cada um dos pocos, adicionando de seguida 2 pl de DNA (30ng/ ul).
No ultimo pogo, que corresponde ao controlo negativo, adicionar apenas a mistura sem o
DNA.

c) Tapar a placa com a pelicula, coloca-la no termociclador iniciando o respetivo ciclo de
temperaturas:

% lciclo: 94°C 2 min.
s 10ciclos: 94°C 10 seg.
65°C 60 seg.
% 20 ciclos: 94°C 10 seg.
61°C 50 seg.
72°C 30 seg.

2.4.1.2. Pés-Amplificacéo
a) Preparar previamente o gel de agarose a 2% e coloca-lo na tina de eletroforese com
tampéao TBE (Tris/Borato/EDTA) 0,5x;
b) Com uma pipeta multicanal, depositar os produtos de PCR no gel. Por cada linha de
pocos no gel, reservar um poco para o marcador de peso molecular em uso no laboratdrio,
adicionando 6 pl deste;

c) Efetuar a eletroforese a 200 volts durante 15 min.

2.4.2. Calculo e andlise de resultados

a) Colocar o gel num transiluminador UV (radiacéo ultravioleta) e fotografar (sistema de
captacdo e imagem);

b) Verificar e assinalar as reacGes positivas, isto €, 0s pocos que amplificam uma banda
de tamanho pre-determinado pelo kit. Nas reagcdes negativas, verificar apenas a existéncia da
banda especifica do controlo interno (concebido para amplificar e detetar uma regido
conservada do genoma humano. Nos casos em que 0s ensaios num pogo sao negativos, este
controlo permite confirmar que a mistura de reacao foi adicionada corretamente ao poco e que
ocorreu a PCR).

c) Apenas as bandas com um tamanho molecular especifico para cada pogo, com ou sem
a banda de controlo interno, devem ser consideradas positivas, podendo esse tamanho
molecular relativo ser Gtil na interpretacdo dos resultados, tal como apresentado na figura 7a

em resultados e discussao.
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2.4.3. Validagéo dos resultados

o E vélida uma banda positiva com o controlo interno ténue, ou sem controlo interno,
porque pode existir uma competicdo para a ligacdo aos primers.

o A presenca de bandas ténues, com o tamanho molecular especifico para cada pogo,
pode ser considerada positiva, consoante a intensidade das restantes bandas.

o Interpretar com as tabelas especificas para cada kit e usar o software SCORE.

o Devem registar-se todos os comportamentos incorretos das bandas, como falsos
positivos e falsos negativos.

o Uma separagdo eletroforética é considerada valida se separar e permitir definir os
varios fragmentos do marcador de pesos moleculares em uso.

o O controlo negativo (sem DNA) é usado como controlo de qualidade.

2.4.4. Interpretacdo do PCR-SSP atraves do software SCORE
A interpretacdo do PCR/SSP é efetuada no programa HELMBERG-SCORE com o
software SCORE de acordo com o manual de utilizador. A interpretacdo é feita atraves do

registo das reacOes positivas na eletroforese.

2.5. Genotipagem HLA pela metodologia rSSO usando o kit Labtype rSSO atraveés da
tecnologia Luminex
2.5.1. Procedimento
25.1.1.  Amplificacéo por PCR
a) Pipetar 1 uL de DNA em cada pogo da placa de PCR,;
b) Preparar a mistura de amplificacdo conforme descrito, sendo N o nimero de reacdes:
N x 6,9 ul D-mix (Labtype Primer set D-mix; ref LTPDMX, One Lambda); N x 2 ul primer e
N x 0.2 ul Taq polimerase. Agitar no vortex e pipetar 9 ul da mistura para cada pogo.
c) Selar e colocar a placa de PCR no termociclador e executar o programa de
amplificagéo:

>

% lciclo: 96°C 3 min.
5ciclos: 96°C 20 seg.
60°C 20 seg.
72°C 20 seg.
30 ciclos: 96°C 10 seg.
60°C 15 seg.
72°C 20 seg.
lciclo 72°C 10 min.

L)

A X4

X/
L X4

L X4
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25.1.2.  Desnaturacao/Neutralizacéo
a) Transferir 5 uL de DNA amplificado para o pogo da placa e pipetar 2,5 pL de tampéo
de desnaturagdo para cada poco, misturando bem com a pipeta em cada um dos pogos.
Incubar a placa 10 min entre 20 a 25 °C;
b) Acrescentar 5 uL de tampéo de neutralizacdo em cada po¢o. Misturar com a pipeta até

observar a mudanca de cor. Conservar no frio.

2.5.1.3. Hibridacéo
A mistura de hibridagdo e a SAPE sdo sensiveis a luz, de tal modo que devem ser

guardadas em ambiente escuro. Para além disso o tampdo SAPE é termossensivel, devendo
ser refrigerado entre 2-8°C. O involucro das esferas ndo deve ser retirado até a sua utilizacéao.

a) Misturar durante 30 seg as esferas vigorosamente no vortex, de forma a suspendé-las;

b) Preparar a mistura de hibridacdo e proteger da luz, em que N corresponde ao nimero
de reacBes: N x 17 pL de tampéo de hibridacdo e N x 2 pl da mistura de esferas. Pipetar 19 ul
da mistura de hibridacdo para cada poco e agitar no vortex a baixa velocidade. Incubar a placa
a 60°C durante 15 min.

c) Retirar a pelicula de selagem e acrescentar rapidamente 75 pL de tampéao de lavagem
em cada poco. Centrifugar 5 min a 1300g;

d) Remover o tampdo de lavagem por inversdo da placa e agitar no vértex de forma
suave. Repetir a lavagem;

e) Preparar a solucdo SAPE de acordo com o numero de reaces (N): N x 0.2 uL de
SAPE e N x 20 uL de tampéo SAPE.

25.1.4. Marcacgao
a) Ligar o analisador Luminex e proceder a sua manutencéo didria.
b) Pipetar 20 uL de solugdo SAPE para cada pogo e agitar no vortex a baixa velocidade
para misturar. Incubar durante 5 min a 60°C;
c) Retirar a pelicula e acrescentar 75 pL de tampdo de lavagem seguindo-se uma
centrifugacdo de 5 min a 1300g;
d) Remover o sobrenadante por inversdo da placa e pipetar 70 uL de sheath fluid.

Misturar suavemente com a pipeta e transferir para a placa de leitura;

30



Genotipagem do Human Leucocyte Antigen (HLA):

Técnicas atuais e aplicabilidade da abordagem de Next Generation Sequencing

e) Ler as amostras. Caso ndo seja possivel ler imediatamente, € necessario selar a placa
com pelicula e manter entre 2 a 8°C no escuro. O armazenamento prolongado das amostras,

mais de 4 horas, resulta na perda do sinal.

2.5.2. Validagao

A validagdo deste protocolo é feita mediante os resultados obtidos através dos
controlos internos, controlo positivo e controlo negativo. Estes variam de acordo com o locus
em estudo (ver anexo 1) e das amostras controlo conhecidas adicionadas a cada série de

ensaios. Para além disso os resultados tém de ser validados por duas pessoas.

2.5.3. Leitura e interpretacdo dos dados com o software HLA Fusion
O objetivo deste consiste em definir a analise da genotipagem HLA classes | e 1l
quando séo utilizados kits rSSO através do software HLA Fusion, de acordo com o manual do

utilizador.

2.6. Genotipagem HLA pela metodologia PCR-SBT usando os kits HLAssure Texas
BioGene

Os kits HLAssure da TexasBiogene contém primers de amplificacdo para PCR de um
locus especifico (LSA) para os genes HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQBL e também primers de
amplificacdo para PCR de um grupo especifico (GSA), permitindo a separacdo alélica e
diminuindo o nimero de ambiguidades. Os pares de primers a serem utilizados para cada
grupo/alelos especificos encontram-se descritos no anexo J.

Este sistema de sequenciacdo apresentado foi desenhado para a amplificagdo dos
diferentes exdes no sentido forward e reverse. Para os genes HLA-A e HLA-B estdo
disponiveis primers de sequenciacdo que amplificam os exdes 1, 2, 3, 4 e 5. No caso do HLA-
C, para além destes ultimos, é também possivel sequenciar os exdes 6 e 7. Para 0 HLA-DQB1
existem primers para a sequenciacdo dos exdes 2 e 3 e quanto ao HLA-DRB1 ha primers para
exdo 2 e ainda uma mistura que sequencia o codao 86, frequentemente usado para diminuir a
frequéncia de ambiguidades. O anexo K apresenta a especificidade das misturas de

amplificacdo para os diferentes primers de sequenciagéo.
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2.6.1. Procedimento

No Laboratorio de Genética, os pedidos para a tipagem HLA em alta resolugdes sao
essencialmente feitos a dadores CEDACE ativados para um doente, em que a tipagem em
baixa resolucdo ja € conhecida; ou a doentes cujo estudo de familia ja foi realizado, mas que
ndo tém um dador aparentado com tipagem HLA idéntica. Assim, nos casos de uma tipagem
heterozigotica previamente conhecida, as amplifica¢cdes sdo realizadas com os dois primers
GSA ou com um primer GSA e outro LSA. Nos casos de tipagem homozigotica previamente

determinada, é recomendavel a realizacdo das amplificagbes com os primers LSA.

2.6.1.1. Amplificacdo por PCR
a) Preparar um tubo de master mix para cada locus de acordo com o numero de reacfes
(N):
% Tampdo AMP- (N+1) x 6 pl
% EZTaq - Classe I: (N+1) x 0.14 ul
- Classe II: (N+1) x 0.07 pl
b) Normalizar as concentracGes de DNA a 40 ng/ul.
c) Adicionar a placa de PCR ou aos tubos de PCR 6 ul de master mix, 3 ul de DNA
gendmico com concentracdo normalizada e 3 pl de primer de amplificagdo. Executar um
short spin a placa ou tubos de PCR.

d) Introduzir a placa ou tubos de PCR no termociclador executando o seguinte programa:

Classe I: Classe II:

s 1ciclo: 95°C 5 min. 5 min.

% 36 ciclos: 93°C 30 seg. 30 seg.
63°C 40 seg. 40 seg.
72°C 2,5 min. 1 min.

« lciclo: 72°C 5min. 2,5 min.

e) Apos a reacdo de PCR proceder a eletroforese em gel de agarose a 2%. Caso nao seja
possivel realizar a eletroforese imediatamente, é possivel guardar as reaces de PCR no
frigorifico 4° a 8°C, até duas semanas. NOTA: A eletroforese em gel de agarose nédo é
obrigatdria. No entanto deve ser executada sempre que haja suspeita de degradacdo do DNA

ou auséncia de sequencias ap6s corrida no sequenciador.
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2.6.1.2.  Purificacdo das reag6es de PCR

a) Adicionar 2 pl de EXoSAP-IT a cada reacdo a purificar. No termociclador iniciar o

programa
% 1lciclo: 37°C 30 min. (Tratamento)
80°C 15 min. (Inativagao)

b) Diluir os amplicOes de modo a garantir quantidade de produto de PCR apropriado para
sequenciagdo. Na presenca de uma banda nitida, adiciona-se 10 a 15 pl de agua bidestilada as
reacBes. Caso ndo seja possivel efetuar imediatamente este passo é necessario guardar as

reacdes de PCR purificadas a 7° - 9°C até duas semanas.

2.6.1.3. Reacdo de sequenciacao
A reacdo de sequenciacdo ¢ feita aos produtos de PCR purificados, utilizando primers
de sequenciacdo que amplificam os exdes relevantes para cada locus, cada qual em duas
direcOes: forward e reverse. Para cada mistura de amplificagdo GSA/LSA deve consultar-se a
sua especificidade para os diferentes primers de sequenciacao.

a) Calcular o numero total de reacbes (N) de sequenciacdo e determinar os volumes
necessarios para preparacao da master mix BDT: N x 1 ul de BDT Ready Reaction Mix e N X
0,5 pul de Tampéo 5x BDT;

b) Adicionar 1,5 ul de master mix, 2 ul de produto de PCR purificado e diluido e 2,5 pl
do respetivo primer de sequenciacdo a cada poco da placa de sequenciacdo. Selar a placa e
verificar que todo o produto a sequenciar se encontra no fundo do tubo, caso contréario, fazer
um short spin na centrifuga de placas;

c) Introduzir a placa no termociclador e iniciar o programa:

s lciclo: 96°C 1 min.

% 25 ciclos: 96°C 10 seg.
50°C 5 seg.
60°C 4 min.

X/

d) Apds a reacdo de sequenciacdo, retirar a placa do termociclador e proceder a

purificacéo.

2.6.1.4. Purificacdo das reac6es por precipitacdo alcodlica
a) Adicionar 10 ul de a4gua bidestilada a cada pogo de reacéo;
b) Adicionar 2 ul de tampdao NaOAC/EDTA a cada reagdo de sequenciagdo. Fazer um

short spin a placa de sequenciacdo (90g durante 30 seg).
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c) Adicionar 25 pul de etanol absoluto a cada pogo e misturar no vortex durante 15 seg.
Centrifugar a placa a velocidade de 2000g durante 30 min.

d) Retirar o selo autocolante e rejeitar o sobrenadante. Inverter a placa sobre papel
absorvente e colocar na centrifuga de placas fazendo um short spin a 90g durante 30 seg.

e) Rejeitar o papel absorvente e adicionar 50 pl de etanol a 80% (diluido com &gua
bidestilada) a cada pogo e tapar a placa com um selo autocolante. Centrifugar a placa a
velocidade de 20009 durante 5 min.

f) Retirar o selo autocolante e o sobrenadante invertendo a placa sobre papel absorvente
colocado na centrifuga de placas e fazendo um short spin a 500 G durante 1 minuto.

g) Rejeitar o papel absorvente e adicionar 15 ul de Formamida Hi-Di a cada poco
contendo o produto de sequenciacéo purificado.

h) Selar a placa com o Plate Septa e centrifugar de modo a que todo o liquido fique no
fundo do poco e sem bolhas.

i) Inserir a placa no termociclador e desnaturar as rea¢es a 95°C durante 2 min. Apos

desnaturacao, retirar a placa de 96 pocos do termociclador e realizar a eletroforese capilar.

2.6.1.5. Eletroforese Capilar
Colocar a placa no Sequenciador ABI Prism® 3730 e iniciar a sequenciagdo capilar. A
genotipagem HLA ¢é obtida através da interpretacdo das sequéncias resultantes através do
software uTYPE.

2.6.2. Validagéao

Apos a sequenciacao verificar a qualidade dos eletroferogramas de acordo com o
software de analise de sequéncias “Sequencing Analysis”. Verificar que o ruido da sequéncia
é baixo, ndo interferindo com a determinacéo do pico do nucledtido e verificar a intensidade
do sinal dos diferentes picos que deve ser superior a 100 e inferior a 3000.

O software ACCUTYPE alinha os diferentes fragmentos exdnicos, rejeita o0s

eletroferogramas de méa qualidade e determina a genotipagem.
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2.7. Genotipagem HLA por Sequenciacédo SeCore
2.7.1. Procedimento
2.7.1.1.  Amplificacdo por PCR
a) Pipetar os DNAs extraidos no fundo de cada pogo da placa. No pogo controlo negativo
juntar &gua em vez do DNA e no positivo uma amostra anteriormente genotipada por alta
resolucédo. Para tipagem HLA de classe I pipetar 5 pl de DNA de cada amostra e para HLA
classe Il pipetar 2 pl de DNA de cada amostra.

b) Preparar a mastermix de acordo com o nimero de reagdes (N):

Classe I: Classe II:
s Mix Amp- (N+2) x 9,9 pl (N+2) x 7,9 ul
s Tag- (N+2) x 0.15 pul (N+2) x 0.1

¢) Adicionar a mastermix aos pocos da placa, sendo 10 pl para HLA classe | e 8 pl para
classe Il. Centrifugar em short spin e colocar a placa no termociclador iniciando o seguinte
ciclo de temperaturas:

% lciclo: 95°C 4 min.
% 35ciclos: 95°C 20 seg.
63°C 20 seg.
72°C 40 seg.
% lciclo: 72°C 5min.

2.7.1.2.  Purificacdo das reag6es de PCR
a) Preparar a solucdo de purificagdo com ExoSAP-IT de acordo com o nimero de
reacdes (N): Classe I: Classe II:
% EXO0SAP-IT- (N+2) x 3 uL (N+2) x 2 uL
% MgCL-  (N+2)x12puL  (N+2)x13puL
b) Juntar 15 uL de ExoSAP-IT diluida a cada poco, levar ao vortex vigorosamente cerca
de 5 seg e efetuar de seguida um short spin na centrifuga. Colocar a placa no termociclador e

executar o programa: 37°C durante 20 min e 80°C durante 20 min.

2.7.1.3. Reacdo de sequenciagao
a) Aos produtos de PCR de HLA classe I, diluir com 30 pl de agua ultrapura. Tapar com
pelicula adesiva, vortex e centrifugar em short spin;
b) Transferir 2uL dos amplicdes tratados com ExXoSAP para as placas com 3uL de primer
previamente distribuidos. Centrifugar em short spin;

c) Colocar a placa no termociclador e iniciar o programa:
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R

s 25ciclos 95°C 20 seg.
50°C 15 seg.
60°C 60 seg.

2.7.1.4.  Purificacdo das reacdes por precipitacdo alcodlica

a) Misturar no vortex a seguinte mistura, de acordo com o nimero de reagdes (N): N x
20 pL de etanol 100% e N x 1 uL de tampdo PPT.

b) Adicionar 21 pL da mistura de precipitacdo a cada poco e levar ao vortex +/- 1min.
Centrifugar a placa 2000g durante 30min. Inverter em papel absorvente e centrifugar invertido
a 100g durante 1 min;

c) Juntar a cada poco 35 pL de etanol a 80% e centrifugar 2000g durante 5 min. Inverter
em papel absorvente e centrifugar invertido 500g durante 1min;

d) Juntar 15 pL de formamida a cada pogo. Centrifugar em short spin;

d) Desnaturar as amostras a 95°C durante 2 min no termociclador.

2.7.1.5.  Eletroforese Capilar
Colocar a placa no Sequenciador ABI Prism® 3730 e iniciar o programa de leitura.

Fazer a interpretacdo das sequéncias resultantes através do software uTYPE.

2.7.2. Validacao

A tipagem pelo software uTYPE tem em consideracdo a qualidade das sequéncias
obtidas no que respeita a intensidade de sinal dos picos e do ruido de fundo e ainda ao
espagamento uniforme entre os picos, permitindo a correta determinacdo das bases. Assim, no
caso de uma sequéncia com uma intensidade de sinal de ruido muito elevado ou no caso de
uma sequéncia com uma intensidade de sinal muito baixo (normalmente abaixo de 100), o
proprio software desativa a sequéncia e assume-a como UN (ndo definida), ndo permitindo a
sua ativacdo e andlise. A verificagdo manual de toda a sequéncia deve ser feita de modo a
corrigir alguma base incorretamente determinada, assim como todas as bases de pior
qualidade assinaladas pelo programa.

Como controlo de qualidade em cada corrida insere-se uma amostra conhecida e

previamente genotipada.
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2.7.3. Interpretacdo de sequéncias pelo software uTYPE

O software uTYPE HLA é o programa utilizado para a analise de sequéncias HLA
obtidas com os kits SeCore SBT da One Lambda, permitindo deste modo a genotipagem das
diferentes amostras testadas por comparacgdo com a base de dados IMGT/HLA. Este software
permite a analise de todos os loci HLA nomeadamente HLA-A, -B, -C, -DRBL1, -DRB3, -
DRB4, -DRB5, -DQA1, -DQB1, -DPA1 e -DPB1. Qualquer ficheiro de dados de
sequenciacdo obtido nos instrumentos da Applied Biosystems pode ser importado e analisado

no uTYPE, apds a andlise automatica no software Sequencing Analysis.

2.8. Calculo das frequéncias alélicas
Nos resultados serdo apresentadas as frequéncias alélicas, em baixa resolucédo, para a
populacdo do Norte de Portugal a partir das genotipagens das amostras dos dadores
CEDACE. A tabela 1, em resultados e discussao, apresenta o célculo das frequéncias alélicas
para um total de 2054 amostras de sangue a partir de dadores de medula éssea genotipados
desde 2017 até julho de 2018, enguanto a tabela 2 demonstra as frequéncias obtidas a partir de

265 amostras de sangue do cordao genotipados desde 2013 até julho de 2018.

Para o célculo das frequéncias alélicas foi utilizada a formula FA(%) = % x 100, em

que n corresponde ao somatdrio de um determinado alelo e N ao nimero total de amostras

genotipadas para dado gene HLA.
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Capitulo 3

Resultados N
e Discussio “**

Ha cerca de 60 anos atrds foram descobertos os primeiros antigénios HLA (Dausset,
1981). Desde entdo foi possivel constatar que esta regido do genoma humano é altamente
polimorfica. Inicialmente, apenas uma pequena parte do polimorfismo HLA foi descrita,
consistindo em algumas dezenas de alelos para os genes HLA-A, -B e -DRB1. Com o
decorrer do tempo e avanco da tecnologia, atingiu-se um numero consideravel de alelos com
distintas frequéncias, criando desafios na estimativa de distancias genéticas. Em paralelo,
tornou-se visivel um padrdo de diversidade HLA, sob a forma de uma elevada heterozigotia
na maioria das populagées e elevado nimero de polimorfismos nao sinénimos dentro dos loci
HLA. Estes resultados evidenciaram que a funcdo imunoldgica do cluster de genes HLA é
alvo de uma selecdo equilibrada (Meyer e Thomson, 2001). Para além disso, foram sendo
descobertas associagOes tanto positivas como negativas entre o HLA e doengas, com
resultados em muitos casos heterogéneos entre populagdes. Por Gltimo, a descoberta de
interacbes entre 0 HLA e outras moléculas altamente polimérficas do sistema imunolégico,
como o KIR (Killer-cell immunoglobulin-like receptors), levou a possibilidade de coevolucéao
imunomediada entre 0 HLA e outras familias de genes. Devido a complexidade da regido
HLA, a caracterizacdo dos seus polimorfismos torna-se uma tarefa ardua. Felizmente, a
constante atualizacao das bases de dados e dos repositérios de defini¢des alélicas, a criacdo de
ferramentas bioestatisticas e bioinforméticas e o avanco tecnoldgico, simplificam a analise
destes dados. Como resultado, observa-se um grande progresso na caraterizacdo do HLA
(Sanchez-Mazas e Meyer, 2014).

O principal objetivo do presente trabalho foi a aprendizagem e aplicacdo das técnicas
de rotina para a genotipagem HLA. Esta aprendizagem ocorreu no laboratorio de Genética
Molecular do Instituto Portugués do Sangue e Transplantacdo- unidade de transplantagéo do
Porto. Foi efetuada uma extensa revisdo sobre o cluster de genes HLA, incluindo a sua

caracterizacdo e importante relevancia na resposta imunitaria, bem como a sua associacao
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com doengas e revisio das técnicas para a sua genotipagem na rotina laboratorial. E dado
especial enfoque a aplicabilidade do NGS nos laboratérios de genotipagem HLA.

Tendo em conta a base de dados deste Instituto foi realizado um estudo comparativo
das frequéncias alélicas HLA entre os dadores voluntarios de medula 6ssea e as amostras do
banco de corddo umbilical e também entre outros estudos realizados a nivel nacional.
Também é abordada a interpretacdo e discussdo dos resultados em aplicagfes biomédicas
especificas, nomeadamente decisdo sobre a prescricdo de Abacavir apds a genotipagem para
HLA-B57 e a genotipagem de HLA-B27 no diagndstico clinico de espondilite anquilosante.

Na tabela 1 sdo apresentadas as frequéncias alélicas na regido Norte de Portugal, em
baixa resolucdo, para dadores de medula 6ssea genotipados desde 2017 até julho de 2018.

Tabela 1. Frequéncias alélicas, em baixa resolugdo, das amostras de dadores de medula 6ssea do Norte de
Portugal, genotipados desde 2017 até julho de 2018.

Dadores de Medula (N=2054)
N2 de FA Ne de FA N2 de FA Ne FA
HLA-A | ALeLos (%) HLAB | ALELos (%) HLA-C | AleLos (%) HLA-DRB1 | k108 (%)
01 435 10,59 | 07 284 6,91 01 109 2,65 01 508 12,37
02 1102 | 26,83 | 08 282 6,86 02 264 6,43 03 410 9,98
03 439 10,69 | 13 64 1,56 03 285 6,94 04 521 12,68
11 256 6,23 14 301 7,33 04 623 15,17 07 743 18,09
23 181 4,41 15 245 5,96 05 286 6,96 08 180 4,38
24 472 11,49 | 18 205 4,99 06 356 8,67 09 38 0,93
25 57 1,39 27 123 2,99 07 1013 | 24,66 10 56 1,36
26 122 2,97 35 451 10,98 | 08 265 6,45 11 411 10,00
29 220 5,36 37 47 1,14 12 272 6,62 12 58 1,41
30 119 2,90 38 99 2,41 14 123 2,99 13 625 15,21
31 102 2,48 39 75 1,83 15 219 5,33 14 98 2,39
32 176 4,28 40 156 3,30 16 248 6,04 15 362 8,81
33 137 3,33 41 43 1,05 17 44 1,07 16 98 2,39
34 22 0,54 42 9 0,22 18 1 0,02 Total 4108 | 100,0
36 2 0,05 a4 589 | 14,34 | Total | 4108 | 100,0

66 27 0,66 45 49 1,19

68 206 5,01 47 11 0,27

69 23 0,56 48 4 0,10

74 5 0,12 49 142 3,46

80 5 0,12 50 147 3,58

Total | 4108 | 100,0 | 51 456 11,10

52 25 0,61

53 38 0,93

55 42 1,02

56 17 0,41

57 123 2,99

58 76 1,85

67 2 0,05

73 3 0,07

Total | 4108 | 100,0

40



Genotipagem do Human Leucocyte Antigen (HLA):

Técnicas atuais e aplicabilidade da abordagem de Next Generation Sequencing

O sangue do corddo umbilical contém células-tronco hematopoiéticas e pode ser usado
como uma alternativa para o transplante de medula 6ssea quando dadores adultos adequados
ndo estdo disponiveis. Este material biologico € uma fonte de DNA facilmente disponivel,
rico em células estaminais hematopoiéticas. O Instituto Portugués do Sangue e da
Transplantacdo tem como atividade a criopreservagdo das células do corddo umbilical, e antes
do processamento destas amostras € retirada uma amostra representativa do saco, contendo o
sangue do corddo umbilical. No instituto o DNA das amostras é extraido a partir de sangue
total. A tabela 2 apresenta as frequéncias alélicas para amostras de sangue do corddo doadas e
genotipadas desde 2013 até julho de 2018 na regido Norte de Portugal.

Tabela 2. Frequéncias alélicas em baixa resolucdo para as amostras doadas de sangue do corddo genotipados
desde 2013 até julho de 2018, na regido Norte de Portugal.

Amostras de sangue do cordao (N=265)
[} o o [}

HLA-A Al\II.EIf’OeS (E/S HLA-B AI\Il.EIfjoeS (I:;/S HLE Al\Il.Elf’C(;S (E/S HLA-DRB1 ALELOS (E/S
01 63 11,89 | 07 33 6,23 01 10 1,89 01 73 13,77
02 146 | 27,55 | 08 38 7,17 02 24 4,53 03 55 10,38
03 60 11,32 | 13 7 1,32 03 24 4,53 04 61 11,51
11 41 7,74 14 39 7,36 04 92 17,36 07 88 16,60
23 33 6,23 15 33 6,23 05 30 5,66 08 22 4,15
24 40 7,55 18 27 5,09 06 50 9,43 09 8 1,51
25 3 0,57 27 16 3,02 07 136 | 25,66 10 12 2,26
26 13 2,45 35 68 12,83 | 08 37 6,98 11 58 10,94
29 30 5,66 37 10 1,89 12 30 5,66 12 8 1,51
30 27 5,09 38 8 1,51 14 18 3,40 13 77 14,53
31 9 1,70 39 9 1,70 15 28 5,28 14 13 2,45
32 18 3,40 40 10 1,89 16 41 7,74 15 43 8,11
33 18 3,40 41 6 1,13 17 9 1,70 16 12 2,26
34 2 0,38 42 4 0,75 18 1 0,19 Total 530 | 100,0
36 4 0,75 a4 74 13,96 | Total 530 | 100,0
66 3 0,57 45 11 2,08
68 17 3,21 a7 1 0,19
69 1 0,19 49 18 3,40
74 1 0,19 50 20 3,77
80 1 0,19 51 53 10,00

Total | 530 | 100,0 | 52 5 0,94

53 10 1,89
55 3 0,57
56 1 0,19
57 16 3,02
58 9 1,70
81 1 0,19
Total 530 100,0
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Tendo em conta os resultados obtidos é possivel observar que em ambos 0s grupos,
para 0 gene HLA-A, o alelo mais frequente é o HLA-A*02, tendo-se registado uma
frequéncia de 26,83% para as amostras de medula dssea e 27,55% para as amostras de cordao.
Ja 0 menos frequente relativamente as amostras de medula é o alelo HLA-A*36 com uma
frequéncia de 0,05% e para as amostras de corddo verificam-se trés alelos com frequéncia
baixa de 0,19%, sendo o HLA-A*69; -A*74 e -A*80. Para o gene HLA-B, o alelo mais
frequente para ambos os grupos, medula e corddo, é o alelo HLA-B*44, com frequéncias de
14,34% e 13,96%, respetivamente. O alelo menos frequente corresponde ao HLA-B*67 nas
amostras de medula, com percentagem de 0,05%, e aos alelos HLA-B*47, -B*56 e -B*81,
todos com frequéncias alélicas de 0,19% nas amostras de corddo. Quanto ao gene HLA-C, o
alelo mais frequente e 0 menos frequente é o mesmo em ambos os grupos, sendo o HLA-
C*07 o mais frequente e 0 HLA-C*18 o menos frequente. As percentagens correspondem a
24,66% e 0,02%, respetivamente para as amostras de medula, e para as amostras de cordao
correspondem a 25,66% e 0,19%. Por Gltimo, temos as frequéncias alélicas relativas aos
alelos do gene HLA-DRBL1. Neste caso o alelo HLA-DRB1*07 mostrou ser o mais frequente
nas amostras de medula, com valores de 18,09% e o menos frequente com valores de 0,93%
corresponde ao HLA-DRB1*09. Nas amostras de corddo com frequéncia alélica de 16,60%
temos o alelo mais frequente 0 HLA-DRB1*07, e quanto aos alelos menos frequentes temos o
HLA-DRB1*09 e -DR*12, ambos com o mesmo valor de 1,51%.

E possivel observar-se que o gene mais polimoérfico é o HLA-B com 29 alelos
diferentes identificados nos dadores de medula e 27 nas amostras de corddo. De seguida
temos o gene HLA-A, com 20 alelos identificados para cada conjunto de dados. Por Gltimo,
para 0 gene HLA-C e HLA-DRBL1 foram reconhecidos 14 e 13 alelos, respetivamente para
ambos 0s conjuntos de dados. Estes valores entram em concordancia com os valores obtidos
da base de dados internacional - IMGT/HLA- ja que de acordo com esta, também o HLA-B ¢
0 gene mais polimoérfico com 6537 alelos conhecidos, seguido do HLA-A com 5266 alelos, o
HLA-C com 5140 alelos e 0 HLA-DRB1 com 2581 alelos (dados atualizados em julho de
2019). Nesta base de dados é também possivel perceber-se a evolugdo do nimero de alelos
identificados nos ultimos anos. Esta é alvo de uma atualizacdo constante de trés em trés meses
em que se regista um aumento constante do nimero de alelos identificados. Os ultimos dados
apresentados no més de julho de 2019 apresentam uma identificacdo de 23907 alelos, um
aumento de 1379 alelos face aos 22528 alelos identificados até abril de 2019.
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Os loci HLA sdo o cluster de genes mais polimérficos em humanos. Desde a
descoberta do sistema HLA, a aplicacdo clinica mais importante deste, tem sido a selecdo de
dadores adequados para transplante ou transfusdo. Apesar da expansdo dos registos de
dadores, continua a ser um desafio, a compatibilidade HLA (full match) entre um dador e um
recetor, devido a grande diversidade de alelos e haplétipos HLA. Doentes que sao portadores
dos alelos HLA mais comuns em hapl6tipos conservados tém maior probabilidade de
encontrar dadores ndo relacionados do que aqueles com alelos raros ou hapl6tipos menos
conservados. A mesma origem étnica é outro fator importante que aumenta a probabilidade de
identificar um dador compativel (Lima e Alves, 2013).

Num estudo de Lima e Alves (2013) foi feita a analise das frequéncias alélicas e dos
haplétipos a partir de quase 38.000 dadores voluntarios de medula 6ssea recrutados no Norte
de Portugal. Neste estudo os alelos mais frequentes sdo 0s mesmos encontrados no presente
estudo, sendo os alelos HLA-A*02, -B*44, -C*07 e -DRB1*07, mantendo-se assim uma
concordancia dos resultados, apesar do tempo decorrido entre os dois estudos.

Em S&o Jodo et al. (2013) foi realizado uma andlise das frequéncias alélicas do HLA
de 1021 individuos selecionados aleatoriamente a partir do registo do banco portugués de
dadores voluntarios de medula 6ssea. Os alelos mais frequentes obtidos foram o HLA-A*02
(34,3%), 0 HLA-B*44 (16%) e o0 HLA-DRB1*13 (18,3%). Os resultados obtidos por estes
autores sdo concordantes com 0 nosso, a excecdo do locus DRB1, no entanto seguido deste
apresenta-se 0 —-DRB1*07 com frequéncia de 15,9% o que o torna um dos alelos HLA-DRB1
mais frequente. Neste estudo ndo foram considerados os alelos de HLA-C. De acordo com
estes autores estas frequéncias sdo concordantes com alelos classicos de popula¢des europeias
caucasianas, logo também os nossos resultados estdo de acordo com este tipo de populacéo.

Por fim, num estudo mais recente de Bettencourt et al. (2016) referente a populacéo
acoriana, também foram registadas as frequéncias alélicas para os loci HLA-A, -B, -C e —
DRB1 num total de 130 individuos. Os alelos mais frequentes obtidos foram o HLA-A*02
(53,6%), 0 HLA-B*35 (28,2%), 0 HLA-C*07 (40,4%) e por fim o0 HLA-DRB1*07 (31,6%).
Neste estudo, o unico alelo que ndo esta em concordancia com os resultados aqui expressos é
0 HLA-B*35, que no nosso estudo corresponde ao segundo alelo mais frequente. Este é um
alelo também comum a populacgdes europeias, tal como é possivel observar-se na tabela 3
cujo alelo é o mais frequente em estudos de populacdes na Franca, Espanha, Inglaterra,
Sérvia, Itdlia e Grécia. A caracterizacdo da composi¢do dos alelos HLA na populagdo

portuguesa € importante para perceber mecanismos relacionados com varias doencas
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autoimunes e para organizar registos de dadores voluntarios de medula 6ssea e corddo. Estes
dados constituem uma contribuicdo importante para estudos antropoldgicos e de associacdo
de doencgas envolvendo a populacao portuguesa (Lima e Alves, 2013).

Ao longo da tabela 3 estdo sumarizados os alelos mais frequentes em dadores medula
6ssea e amostras de sangue do corddo para os loci HLA-A, -B, -C e —-DRBL1 a partir da analise

na base de dados The Allele Frequency Net Database (http://www.allelefrequencies.net/). Esta

base de dados permite selecionar cada locus individualmente e o tipo de estudo pretendido,
compilando varios estudos de diferentes populac@es. Para além disso apresenta as frequéncias
obtidas para cada alelo. Como parametro de escolha foram selecionados apenas estudos de

genotipagem HLA publicados na literatura.

Tabela 3. Frequéncias alélicas para os loci HLA-A, -B, -C e —-DRB1 em estudos de genotipagem de dadores de
medula dssea em diferentes populagdes (http://www.allelefrequencies.net/).

Populagéo HLA-A | HLA-B | HLA-C HLA-DRB1
Brasil 02 07 04
Republica Checa 02 07 07 03

Inglaterra 02 35 12

Franga 02 44:35 07 13
Alemanha 02 07 07 07
Grécia 02 35 07 11
Irlanda do Norte 02 07 07 04
Italia 02 35 07 11
Polénia 02 07 07 07
Russia 02 44 07 13
Sérvia 02 35 07 11
Espanha 02 14; 35 07 01
Suica 02 07 07 07
Pais de Gales 02 44 04

Como jéa referido anteriormente a genotipagem HLA € um grande desafio devido aos
elevados polimorfismos deste. Inicialmente a genotipagem era feita através de métodos
seroldgicos, onde eram detetadas variantes proteicas na superficie das células usando
anticorpos especificos para antigénios. No entanto esta ndo era completamente satisfatdria a
nivel clinico na transplantacdo de medula, principalmente em casos de dadores nédo
relacionados. Deste modo, foi necessario desenvolver métodos de genotipagem que
identificassem e combinassem dador-paciente a nivel alélico do HLA, sendo estes: PCR-SSO,
PCR-SSP e PCR-SBT. Estes métodos de genotipagem expressam resultados com diferentes
niveis de ambiguidade, dependendo do tipo de metodologia e kit usado (Paunic et al., 2012).
As figuras seguintes ilustram um exemplo para cada metodologia de genotipagem HLA

utilizada no Laboratério de Genética Molecular do IPST- transplantacdo Porto.
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olerance . — rare combinations
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Re-analyse | ioc not covered: DQB1°02:01:01-02:94,

Figura 7. Interpretacdo pelo software SCORE no programa HELMBERG-SCORE, para a genotipagem HLA
Classe | e Il pelo kit OLERUP SSP. a) Interpretagdo universal da presenca ou auséncia de produtos especificos
de PCR. As reacgBes positivas correspondem aos pog¢os que amplificam uma banda especifica de tamanho pré-
determinado pelo kit. Nas reacOes negativas verifica-se apenas a existéncia banda especifica do controlo interno.
Numa reacdo em que nao haja amplificacdo ndo ha amplificacdo de nenhuma banda. b) Gel de agarose para a
eletroforese da nossa amostra. ¢) Corresponde ao resultado da eletroforese obtido em b) dada pelo operador ao
software SCORE. Aqui o operador seleciona as bandas positivas obtidas na eletroforese, de forma a que o
software possa dar um resultado final. d) Resultado final da genotipagem HLA-DQB1*06 para a nossa amostra,
ou seja, temos a presenca do alelo DQB1*06:03:01
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A*26:17 (G1)
01:01:01(G1)
:15(G1)

:17(G1)

Possible Allele Code

AHLAVFPX A*I6AYFPY
AYFPX=:01:01/01:04N/01:09/01: 1 1N/01:15N/01: 168/01:17/01 - 18N/01:22
AYFPY=:26:01/26:10/26:15/26:17/26:20/26:23/26:24/26:25N/26:26/26:32

8. Histogramas da interpretacdo da tecnologia Luminex através do software HLA Fusion da One
Lambda. a) Histograma que revela o comportamento da bead selecionada, neste caso a bead 001. Aqui, as barras
estdo acima do cut-off revelando um comportamento positivo ao longo das amostras. b) Apresenta o
comportamento das amostras que foram genotipadas, sendo que a vermelho se encontra a nossa amostra. c) Este
histograma corresponde ao resultado da amostra para cada bead. No canto esquerdo temos trés barras que
correspondem aos controlos, positivo e negativo: as barras rosa sdo os controlos positivos, neste caso a bead 013
e 032; a barra incolor é o controlo negativo (bead 035). As barras azuis e vermelhas revelam o comportamento
de cada bead para a amostra. Os diamantes a cinza sdo o valor de cut-off para cada bead, deste modo se a
fluorescéncia for inferior a este cut-off o resultado é negativo (barras azuis), caso ocorra o contrério a bead tem
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um comportamento positivo (barras vermelhas). A barra verde corresponde a bead selecionada e esta a ser
avaliada no histograma b). d) Lista de todos os possiveis alelos como resultado da genotipagem. O primeiro
corresponde a genotipagem mais correta para a amostra e as seguintes por ordem decrescente como possiveis
hipéteses de genotipagem. €) Resultado final da genotipagem, em baixa resolugdo, corresponde aos alelos HLA-
A*01; HLA-A*26.
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Figura 9. Genotipagem em alta resolucdo obtida pelos kits HLAssure Texas BioGene e interpretacdo pelo
software ACCUTYPE. A tipagem em baixa resolucdo (HLA-A*01, *02) j& era conhecida pelo que se procedeu a
sequenciacdo por separacdo alélica com primers diferentes (A-01 e A-03) a) Eletroferogramas das sequéncias
Foward e Reverse para cada conjunto de primers. Foram utilizados os conjuntos de primers A-01 e A-03, de
forma a amplificar o alelo A*01 e A*02, respetivamente. A sequéncia a preto assinalada como ‘“Reference”
corresponde a sequéncia da livraria HLA-A. As sequéncias a rosa e azul por baixo da referéncia correspondem
as respetivas sequéncias dos alelos apresentados (A*01:01:01:10 e 02:05:01:01). A sequéncia a preto logo por
baixo representa a combinacdo destes dois alelos. Cada eletroferograma dispde também da sua leitura e o
resultado final da combinagdo das sequéncias dos eletroferogramas € o que estd representado a azul em
“consensus”. b) O resultado final foi a genotipagem HLA-A*01:01; HLA-A*02:05, com nenhum mismatch. Ao
longo da lista estdo representados todos os possiveis alelos para esta genotipagem por ordem decrescente de
possibilidade.

47



Genotipagem do Human Leucocyte Antigen (HLA):

Técnicas atuais e aplicabilidade da abordagem de Next Generation Sequencing

IMGT/HLA Release: 3.33.0 2018 July 11

—
cle| 1] [ ]E m|m
\

L1 '

241 251 261 271 281 291 301

WRREBNRNRNNYVVNRBHDDDANNNNVYVRNDHNEBEYVDHDNYYDRRRDNSBYNBNYMNDVYDBYNDHNNYYVNDHINNNNEKR RN

241 251 261
6 C C6 G G T T TG G 6 C C R G R s

<2R> 206255_A_2R_Secore_HLA_SEQ_2018-02-28_AD7.ab1 <Signal G:1186 T:1661 A:1145 C:{k

b) MM (7) Allele Info
0 A*01:01:01:01 A4*59:01:01:01

0= A®D1:04:01:01N A4*59:01:01:01

1 A*01:03:01:01 4%59:01:01:01

1 A*01:09:01:01 4%59:01:01:01

1 A*01:17 A4*59:01:01:01

1 A®01:25 A4%59:01:01:01

2 A=36:04 A*59:01:01:01

Figura 10. Genotipagem HLA pelos kits SeCore e interpretacdo no software uTYPE. a) Eletroferograma para a
sequéncia genotipada. A sequéncia a preto corresponde a base da livraria para 0 gene HLA-A, as duas
sequéncias juntas a preto correspondem as leituras de bases para os dois alelos e a sequéncia a verde, a
combinacgdo destes dois alelos. b) Resultado final da genotipagem, sendo os alelos HLA-A*01:01:01:01 e HLA-
A*69:01:01:01, com zero mismatch.

No laboratorio de genética molecular do IPST-transplantacdo Porto a genotipagem
HLA ainda ndo é realizada por NGS, mas sim pelos métodos mais tradicionais. A
genotipagem HLA neste laboratdrio aplica-se a amostras de dadores de medula ¢ssea e banco
do corddo, bem como aos dadores e recetores candidatos a transplantes e pesquisa de alelos
HLA associados com doengas. Na rotina laboratorial e diéria todas as analises que chegam ao
laboratério sdo prescritas por um médico com determinada finalidade:

e Genotipagem HLA-B*27 para confirmar o diagnostico de espondilite anquilosante.
Durante o periodo de estagio no laboratorio (setembro de 2017 a julho de 2018) foram
requisitados 10 pedidos de pesquisa HLA-B*27. A metodologia usada é a PCR-SSO usando o
kit Labtype rSSO através da tecnologia Luminex. Foram obtidos dois resultados positivos.
Nestes casos, esta genotipagem permite um diagnostico confirmativo para a doenca levando a
um inicio do tratamento direcionado para a doenca;

e O pedido de genotipagem HLA-B*57:01 inicia com a metodologia de PCR-SSO
usando o kit Labtype rSSO através da tecnologia Luminex e nos casos de HLA-B*57 positivos
é confirmado o subtipo B*57:01 por PCR-SBT. No mesmo periodo referido anteriormente,
foram requisitados 236 pedidos de pesquisa para este alelo HLA, com treze resultados

positivos. A genotipagem confirmatoria deste alelo informa o médico que tera de prescrever
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um antirretroviral que ndo seja o abacavir, prevenindo que o doente desenvolva uma reacéo de
hipersensibilidade a este medicamento frequentemente utilizado como antirretroviral;

e A nivel de transplantacdo hematopoiética as requisicdes solicitadas englobam a
genotipagem para definicdo alélica dos loci HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQAL, -DQBL1, -DPA1
e -DPBL1 do doente conforme solicitacdo do médico. Um possivel dador pode ser um familiar
do doente, HLA compativel, ou na auséncia deste, um dador inscrito no banco de dadores de
medula 6ssea. No primeiro caso podem ser requisitados pelo médico estudos da familia sendo
realizada a genotipagem dos loci HLA-A, -B, -C, -DRB1 e-DQB1 de familiares diretos pelas
técnicas de genotipagem HLA em baixa resolugdo como o PCR-SSO ou PCR-SSP. Nos casos
de incompatibilidade HLA dentro da familia, a pesquisa de dadores inscritos no banco de
dadores de medula éssea implica uma genotipagem do doente e do seu dador em alta
resolucdo pelas técnicas de PCR-SBT. A nivel de transplantacdo de 6rgéos sélidos, os dadores
e recetores sdo estudados em baixa resolucdo usando tanto as técnicas de PCR-SSO como
PCR-SSP, sendo esta mais utilizada no caso de um dador cadaver, permitindo uma réapida
definicdo alélica para os loci HLA-A, -B, -C, -DRB1 e-DQB1 e a nivel laboratorial é
destacada como uma Urgéncia, tornando-se prioridade sobre as restantes analises de rotina.

A plataforma http://ipst.pt/ fornece dados estatisticos sobre a atividade nacional na
doacdo e transplantacao de 6rgéos relativamente ao primeiro trimestre de 2019. Relativamente
a tipologia dos dadores temos 1 dador sequencial (recetor de um transplante de Orgdo
(figado), cujo 6rgdo nativo pode ser considerado para transplantacdo noutro doente, 14
dadores vivos (pessoa que doou um rim ou porcao de figado, em vida), 6 dadores em paragem
circulatéria (dador falecido a quem foi declarada a morte com base em critérios circulatorios,
verificando-se a cessacdo irreversivel das funcdes cardiocirculatorias) e 74 dadores em morte
cerebral (dador falecido a quem foi declarada a morte com base em critérios neuroldgicos,
verificando-se a cessacao irreversivel das funcdes do tronco cerebral). Foram colhidos 230
Orgéos para transplante e foram transplantados 212, dando uma taxa de utilizacdo de 92% dos
orgéos. Dos transplantes realizados 8 foram cardiacos, 133 renais, 55 hepaticos, 6 pulmonares
e 10 pancreéticos. Relativamente aos dadores CEDACE, a plataforma apenas fornece dados
até 2015, onde foi atingido 385323 genotipagens de dadores de medula dssea e 2415 dadivas
de sangue do corddo umbilical.

A viabilidade da genotipagem HLA por NGS tem sido demonstrada por varios
estudos, uma vez que esta tecnologia caracteriza completamente o cluster de genes HLA. Este

desenvolvimento tem sido um marco no campo imunogenético permitindo a caracterizacdo
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conjunta de varios genes polimorficos, que sdo fundamentais em muitos processos
imunoldgicos. Com o passar dos anos torna-se visivel a disponibilidade de produtos
comerciais para genotipagem HLA por NGS, devido ao crescente numero de relatos na
literatura descrevendo os seus beneficios, tornando-se a sua utilizacdo uma realidade presente.

A tabela 4 apresenta as vantagens versus desvantagens que levaram a evolugéo a partir

da serologia para a genotipagem genética.

Tabela 4. Vantagens e desvantagens que levaram a evolugdo da genotipagem seroldgica para a genotipagem

genética.
Genotipagem Seroldgica Genotipagem Genética
© Resultados rapidos VS © Mais flexivel
® Baixa especificidade © Mais robusta
® Caiu em desuso © Resultados mais especificos

A tabela 5 apresenta uma lista de vantagens e desvantagens, com base em diferentes
estudos retratados ao longo desta revisdo, comparando as ambiguidades entre os métodos

tradicionais e a tecnologia NGS.

Tabela 5. Resumo das vantagens e desvantagens para os métodos convencionais e para a tecnologia NGS.

Genotipagem Genética

PCR-SSP PCR-SSO rPCR-SSO PCR-SBT NGS
es e?ifliE(!?c\i/:c?: dos © Maior exatiddo
peci © Mais pratica © Reduzido © Maior preciséo -
primers © de vol . d © Mai UCa © Sequenciacao
© Répida Grande volume namero de Malor, resolugdo 400 genoma
. de amostras amostras alélica
® Pequeno nimero X e x x © Elevado
® Ndo distingue | © Resolucdo de ® Resolugdo de h
de amostras rendimento

polimorfismos cis | ambiguidades cis i ambiguidades com
e trans e trans amplificacBes
adicionais

® Desenvolvimento © Alta resolugéo
constante de novos

conjuntos de primers

Através da entropia de Shannon (mede o grau médio de incerteza), Paunic et al.
(2012) demonstraram que a genotipagem SBT € a que apresenta niveis de entropia menores e
consequentemente menor ambiguidade. Quanto a genotipagem SSO, esta apresentou mais
nivel de ambiguidade, logo apresenta uma menor cobertura que o SBT. Quanto a
genotipagem seroldgica, que também foi avaliada neste estudo, é a que apresenta maior nivel
de entropia e menor resolucdo. Apesar de a metodologia SBT apresentar resultados com
menor ambiguidade, estes autores afirmam que alguns laboratérios ddo preferéncia ao método
SSO, devido ao custo mais baixo e mais facil configuragdo e manuseamento.

Num estudo de Mellet et al. (2015), foi feita a genotipagem em alta e baixa resolucéo

de 20 amostras provenientes banco de dados de medula 6ssea da Africa do Sul. Tendo em
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consideracdo a grande diversidade genética desta populagdo, reduzindo deste modo a
probabilidade de encontrar um par dador-recetor 100% compativel na transplantacéo
hematopoiética, tornou-se expectavel que a tecnologia NGS seria uma mais-valia na
determinacdo alélica, principalmente nas genotipagens com ambiguidades. Assim, fez-se uma
comparacao dos resultados obtidos pelas técnicas convencionais, neste caso SBT e SSP, com
os resultados obtidos pela tecnologia NGS, mais especificamente a plataforma Roche454. Os
resultados apresentaram-se muito semelhantes entre si com uma concordancia de 99% em 10
amostras e 98% nas restantes 10. A discordancia foi observada apenas em quatro amostras,
sendo que estas discrepancias foram resultado de genotipagens ambiguas, em que a
genotipagem foi atribuida mediante a probabilidade de alelos mais comuns. Neste estudo
concluiu-se que a resolucdo alélica do NGS ndo apresentava um incremento suficiente de
forma a justificar economicamente a sua implementacdo. No entanto ha que ter em
consideracdao o nimero de amostras reduzido deste estudo.

Num outro estudo desenvolvido por Gowda et al. (2016) com 1020 individuos da
populacédo indiana, a genotipagem HLA pelos métodos tradicionais de baixa resolu¢cdo como
0 SSP apresentou-se pouco eficiente em transplantes de 6rgaos sélidos e medula 6ssea. Neste
estudo foram selecionadas 80 amostras das 1020 cuja genotipagem era a correspondente aos
alelos mais frequentes dessa populagdo. As 80 amostras foram sequenciadas por NGS, usando
a plataforma Roche, e 8 destas foram sequenciadas na sua totalidade usando o sequenciador
de terceira geracdo, o PacBio. Os resultados obtidos pela tecnologia NGS demonstraram 95%
de concordancia com os dados obtidos pelas técnicas convencionais de SSP. No entanto as
limitacBes desta técnica foram essencialmente as suas leituras curtas, focando-se apenas a
alguns ex6es perdendo-se informacédo de outras regides intronicas e exénicas. Para além disso,
acarreta mais erros em torno de sequéncias homopolimorficas. Com a tecnologia PacBio, que
recorre a leituras mais longas envolvendo toda a regido codificante e ndo codificante, foi
possivel a descoberta de trés novos alelos. Neste estudo concluiu-se que tanto as técnicas
convencionais como a tecnologia Roche apenas conseguem obter informacdes proteicas do
HLA dos exdes estudados, o que difere da plataforma PacBio que fornece informacGes
completas sobre o HLA incluindo regides codificantes e ndo codificantes, como intrbes e
UTRs. Para além disso é uma técnica que define o hapldtipo HLA completo, tornando-a
crucial na transplantacdo e estudos haplotipicos para a detecdo de novos alelos na populagédo
Indiana. A Unica contrapartida desta tecnologia é o seu custo mais elevado por amostra em
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comparacdo com as outras técnicas. No entanto, os autores consideram que este custo ira
diminuir com o desenvolvimento de novas tecnologias.

Vérias tecnologias NGS estdo disponiveis no mercado, ndo havendo, no entanto,
prevaléncia de uma Unica metodologia em relagdo a outra. E necessario identificar a
combinacdo certa de protocolos e plataformas de sequenciacdo que serdo utilizados para
diferentes fins e necessidades (Monos e Maiers, 2015). A tabela 6 demonstra caracteristicas

de cada uma das plataformas NGS, bom como os seus pontos fortes e fracos.

Tabela 6. Visdo geral sobre as plataformas NGS usadas em genotipagem HLA e comparacdo de suas

caracteristicas (Adaptado de Carapito et al., 2016).

. . e - f p
Plataformas Roche GS FLX fon Torrent lllumina MiSeq Pacific Bioscience Oxford {Vano ore
- PGM Minlon
Preparagdo - - Pontes de e a e x
parag PCR emulsao PCR emulsdao e Sem amplificagdo Sem amplificagdo
da amostra amplificagdo
- o . . Sequenciagdo de uma
Quimica de . N 16es semi- Sonda terminadoras qau ., ! C' . !
- Pirosequenciagdo . molécula tUnica em Nanoporos
sequenciacdo condutores reversiveis
tempo real
Comprimento
de leitura 1000 b 400 b 2x300b 40 Kb 50 Kb
maximo
Rendimento
maximo por 700 Mb 2Gb 15 Gb 260 Mb 400 Mb
corrida
Tempo médio 23h 3h 56 h 3h 48h
Precisao 99,9% 99% 99,9% 87% 72 - 80%
média
TIRO erros Indels Indels Substituicoes Insergdes Indels
primarios
-Li leit
. -Elevado rendimento ongasAe| .uras
-Longas leituras -Tempos de . -Sequéncias .
- -Baixos custos . -Longas leituras
Pontos fortes -Elevado sequenciagao . consensos circulares >
. . -Sequenciagdo final . -Baixo custo
rendimento rapidos -Baixos tempos de
emparelhado o~
sequenciagdo
-Erros com -Tempo de -Elevada taxa de
, -Erros com . -Elevada taxa de erro
Pontos fracos homopolimeros , sequenciacao . ; erro
homopolimeros -Baixo rendimento . .
-Elevado custo elevado -Baixo rendimento

As melhorias proporcionadas pela tecnologia NGS relativamente aos problemas

enfrentados pela genotipagem HLA por métodos tradicionais s&o muito significativas, pois
formam a base para a caracterizacdo precisa e completa dos genes HLA. 1Isso, por sua vez,
provard ser um desenvolvimento que influenciara varios campos interdependentes, como
autoimunidade, transplantes, cancro, desenvolvimento de vacinas, farmacogenomica, doencas
infeciosas e outras que nem podemos suspeitar atualmente (Duke et al., 2016).

Desde 2015 que alguns laboratérios, noutros paises, que possuem programas de

transplante de células hematopoiéticas e de o6rgaos solidos, usam o NGS para fornecer
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genotipagens de HLA para ambos os programas (Edgerly e Weimer, 2018). A introducdo da
tecnologia NGS nos laboratérios traz inimeros beneficios:

1) O NGS ¢ uma tecnologia relevante na selecdo de dadores ndo sé para o
transplante de medula, mas também de Orgdos sélidos, jA& que permite uma maior
compreensdo das incompatibilidades HLA (Monos e Maiers, 2015). As ambiguidades do
gendtipo HLA geralmente requerem testes adicionais significativos para garantir a
correspondéncia precisa entre dador e paciente. No entanto, muitas destas ambiguidades por
vezes nao sdo resolvidas devido a presenca de alelos raros ou envolvem outras areas com
efeitos pouco claros sobre os desfechos clinicos. A tecnologia NGS tem o potencial de
superar essas limitacOes através do processamento paralelo de milhdes de sequéncias para
genotipagem HLA de alta resolucdo. A natureza desta tecnologia facilita a sequenciacdo de
genes completos, permitindo a avaliacdo de polimorfismos fora dos exdes tradicionalmente
examinados. E importante ressaltar que a natureza encadeada das sequéncias de DNA geradas
pela tecnologia NGS permite a determinacdo para locais heterozigoticos, reduzindo uma fonte
significativa de ambiguidades. Estes beneficios melhoram a precisdo da genotipagem do
HLA, facilitam a identificacdo de alelos raros ou novos e minimizam a possibilidade de
complicacdes clinicas da rejeicdo do transplante ou doenca do enxerto contra o hospedeiro
(Allen et al., 2018 e Seshasubramanian et al., 2019).

2) Adicionalmente, permite expandir os nossos horizontes em relagdo a
relevancia bioldgica das sequéncias HLA tanto as codificantes como as ndo codificantes
(Monos e Maiers, 2015). A tecnologia NGS ao fornecer informacdes completas sobre a
sequéncia de todos os loci HLA numa Unica etapa, permite analisar a variabilidade em regies
ndo codificantes e de mutacgdes sindnimas representando uma oportunidade de melhoria para a
correspondéncia de dadores e recetores no transplante de medula éssea. No entanto, avaliar os
efeitos clinicos da compatibilidade em regides ndo codificantes dos genes HLA exigira
analisar um maior nimero de amostras, com informacdo multicentro e, de preferéncia,
internacional. (Allen et al., 2018 e Seshasubramanian et al., 2019).

3) Para além destas vantagens, temos o seu custo. Em 2015, Monos and Maiers
afirmaram que este tem vindo a decair com o aumento de produtos no mercado, a sua
utilizacdo em grande escala bem como a otimizacdo dos protocolos aliada com a
automatizacdo resulta na simplicidade e poupanca, tornando-a deste modo, uma técnica de
genotipagem bastante competitiva relativamente as tecnologias tradicionais. Um estudo mais

recente, Seshasubramanian et al., (2019), também caracteriza a tecnologia NGS como um
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método econdmico e preciso, principalmente apds a primeira etapa de aquisicdo do
equipamento e sobretudo quando o nimero de amostras processado € maior.

Para além das vantagens da aplicacéo clinica do NGS, um estudo de Sanchez-Mazas e
Nunes (2019) apresenta quatro vantagens destacam-se para 0 uso do NGS de forma a se
perceber a diversidade populacional do HLA. Como primeira abordagem o uso do NGS
possibilita uma maior identificacdo de alelos HLA associados a doengas. Esta tecnologia ao
reduzir substancialmente as ambiguidades e melhorar as analises estatisticas fazendo menos
suposicdes, permite a obtencéo de resultados mais claros para as associa¢des de doengas com
determinados alelos HLA. Segundamente, disponibiliza novas formas de detetar assinaturas
demograficas na variacdo populacional, ou seja, € possivel determinar diferencas de
nucledtidos entre pares de sequéncias em uma dada populacdo As técnicas tradicionais de
genotipagem HLA realizadas em centenas de populacdes de todo o0 mundo contribuiram para
distribuicBes de frequéncias alélicas Uteis de forma a descrever a variacdo genética HLA
dentro e através dos diferentes continentes e para confirmar o papel principal das migracdes
humanas na formacdo dos padrdes genéticos de HLA observados. Nestes estudos, no entanto,
apenas uma parte limitada da informacéao relativa a cada populacdo foi levada em conta e
como a variagdo molecular também é encontrada fora dos exdes 2 e 3, uma determinagdo
mais detalhada da variacdo de nucleétidos em todos os genes HLA usando tecnologias NGS
permitiria aperfeicoar os resultados fornecidos por este tipo de abordagem. Esta medida torna-
se Util para detetar assinaturas de eventos demograficos e/ou pressdes seletivas, como aquelas
que afetam os genes HLA nas populacfes. Os efeitos da demografia ou da selecdo natural
sobre os padrbes de diversidade de HLA seriam mais faceis de separar comparando-se a
diversidade de nucle6tidos de diferentes regibes codificantes com as regides ndo codificantes
gue ndo seriam alvos diretos de selecdo ou que seriam submetidas a tipos de pressdes
seletivas. A geracdo de novos dados do NGS para o enorme conjunto de amostras
populacionais que ja foram genotipadas para HLA com técnicas tradicionais constituia
claramente uma excelente estratégia para melhorar o conhecimento sobre a histéria das
populacbes. Para além disso, permite decifrar os processos evolutivos que moldaram os
padrdes de diversidade do HLA. A maior propor¢do de variagdo molecular de HLA foi
relatada dentro dos exdes HLA que codificam a regido peptidica de ligacdo ao antigénio,
sendo exd@o 2 e 3 para classe | e exdo 2 para genes de classe |1, aplicando-se a genotipagem a
esses exdes durante varias décadas. No entanto, os trabalhos publicados ao longo dos anos

apenas se aplicam algumas amostras incapazes de cobrir a enorme diversidade da regido HLA
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descrita hoje dentro e entre diferentes populacbes em todo o mundo, assim em dados
populacionais extensos podem-se produzir resultados substancialmente diferentes. Assim, 0s
resultados obtidos até agora demonstram que as analises de NGS aplicadas aos dados de HLA
sdo mais informativas para compreender 0s processos evolutivos que moldaram os padrées de
diversidade de HLA observados em humanos. Por ultimo, fornece dados promissores para
entender os mecanismos envolvidos no processo imunoldgico. Varios estudos demonstram
que os dados da sequéncia HLA podem ser altamente informativos para compreender os
mecanismos envolvidos no processo imunoldgico. Estudos recentes sugerem relacGes de
cooperacao importantes envolvidos no processo imunoldgico entre alelos de loci distintos. De
forma a compreender o modelo de cooperacdo entre alelos de loci distintos é necessario
estender as genotipagens além dos exfes onde a variabilidade alélica é frequentemente
relatada, ou seja, nas regides ndo codificantes. Estas podem ter envolvidos mecanismos de
regulacdo, como niveis de expressao génica e € aqui que a tecnologia NGS pode fornecer
informag0es essenciais.

No geral, estas vantagens tém o potencial de fornecer informacGes completas, precisas
e possibilitando descobertas que ndo eram possiveis até hoje. No entanto, a tecnologia NGS
também acarreta alguns problemas, como o0 tempo necessario para gerar oS dados
informaticos. Enquanto as tecnologias mais convencionais sdo capazes de processar 0S Seus
dados em intervalos de algumas horas, o NGS despende alguns dias no processamento da
informacdo. Outro desafio que esta tecnologia enfrenta surge no desenvolvimento de
programas de software que apresentem resultados de genotipagem com um elevado grau de
confianga e reprodutiveis. Tendo em conta que esta tecnologia gera uma infinidade de dados
numa Unica sequenciacdo, o programa de software deve permitir a avaliacdo de muitos
parametros de qualidade de modo que, em casos desafiantes como na identificacdo de novos
alelos, o operador possa examinar 0s resultados obtidos em detalhe e possa relatar a
genotipagem com precisdo. Para tal sdo necessarios estudos extensivos e completos,
protocolos bem validados, simples e rentaveis de forma a promover o potencial cientifico
desta nova informacdo derivada da caracterizacdo detalhada dos genes (Ghandi et al., 2016 e
Monos e Maiers, 2015). Por dltimo, temos as limitacdes bioinformaticas, essencialmente
devidas a sensibilidade na detecdo de mutacgdes, dificuldade em sequenciar certas areas do
genoma, dificuldade em interpretar raras e novas mutacdes e na capacidade limitada para
detetar variagdes genéticas (Yohe e Thyagarajan, 2017).
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Para além de se avaliar as vantagens e desvantagens da tecnologia NGS Ghandi et al.,
(2016) dao especial atencdo a diferentes parametros que constituem a andlise pré-analitica,
analitica e pos-analitica necessaria para a pratica da genotipagem HLA por NGS em
laboratérios de diagnostico clinico. O sistema pré-analitico inclui as etapas de selecdo das
amostras, extracdo de DNA, controlo de qualidade e quantidade de DNA, reacdo de
amplificacdo por PCR, quantificagdo e fragmentagdo dos amplices, ligagdo do adaptador, e
selecdo do tamanho de sequenciacdo. Neste sistema € necessario ter em atencdo a qualidade
do DNA obtido pode limitar 0 método usado, logo tanto a quantidade como a qualidade do
DNA devem ser dentro do intervalo sugerido para um desempenho ideal de PCR, o que é
critico para as etapas seguintes. Outra consideracdo importante é a capacidade de fornecer
uma biblioteca que satisfaca muitas métricas pds-sequenciacdo, ou seja, alguns protocolos
comerciais possuem conjuntos de primers multiplex para a amplificacdo combinada de
maltiplos genes, simplificando o protocolo e reduzindo o numero total de reaces de PCR. No
entanto, em consequéncia da complexidade do sistema, podem ocorrer consequéncias
imprevisiveis, logo, os programas de software para analisar os dados do HLA sdo de extrema
relevancia. Relativamente a fragmentacdo do DNA em partes menores € necessaria nas
tecnologias Illumina e lon Torrent, pois ndo podem sequenciar fragmentos maiores do que
cerca de 1200 bases e 600 a 700 bases, respetivamente. Ao contrario dos sequenciadores de
terceira geragdo, como o PacBio ou o Minion, a fragmentacdo ndo é necessaria. Segundo estes
autores é preferivel a sequenciacdo de pequenos fragmentos, ja que fornecem resultados com
melhor qualidade e maior eficiéncia. No entanto, contrariamente a estes autores, Weimer et
al. (2016) demonstraram que grandes fragmentos também podem gerar resultados eficazes e
de alta qualidade, atribuindo as falhas na genotipagem a fraca qualidade da amostra e
manuseio inadequado das esferas.

Quanto aos sistemas analiticos, a bioinformatica tem um papel crucial para obter
genotipagens precisas. Esta carateriza-se por um passo inicial de remocdo das sequéncias do
adaptador e leituras de baixa qualidade, seguindo-se o alinhamento com uma sequéncia de
referéncia e por fim a anotacdo das variantes. Devido ao elevado polimorfismo desta familia
de genes, uma unica sequéncia de referéncia ndo é viavel, logo os resultados obtidos séo
alinhados com todos os alelos HLA conhecidos e disponiveis no banco de dados IMGT/HLA.
O programa de software deve ser flexivel, de forma a que as suas ferramentas de anélise
fornegcam informagdes relevantes e ajudem os analistas a avaliar a qualidade dos resultados

obtidos. Por fim, ao nivel dos sistemas pos-analiticos, estes devem estabelecer a simplicidade
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e robustez do protocolo. Protocolos mais simples muito provavelmente sdo mais eficientes e
rapidos, associados com menores taxas de erro, e consequentemente melhores tempos de
resposta. A robustez do protocolo também é relevante porque ter resultados reprodutiveis é de
extrema importancia para os laboratorios em consequéncia do polimorfismo associado ao
HLA o que pode levar com varia¢fes imprevisiveis. Relativamente ao tempo de geragdo de
resultados sdo necessarias novas ferramentas para ajustar os protocolos atuais de modo a
alcancar tempos de resposta mais curtos. Assim, tendo em conta todos estes parametros é
necessario avaliar e escolher o melhor método para as necessidades de cada laboratorio
(Ghandi et al., 2016).

Relativamente & aplicabilidade clinica, nos ultimos anos, varios estudos tém vindo a
demonstrar a capacidade da tecnologia NGS em melhorar a genotipagem HLA. Em 2014,
Zhou et al. demonstraram que atraves do uso da tecnologia NGS foi possivel obter
genotipagens sem ambiguidades em 97,7% dos resultados para o HLA-A, -B, -C e DQBL. A
média para os alelos DRBL1 foi de apenas 42,3%, no entanto os autores acreditavam que esta
baixa taxa de sucesso se devia a terem genotipado apenas 0 exao 2. Mais tarde, Allen et al.
(2018) determinou uma taxa de analise sem ambiguidades de 97,0% para a tecnologia NGS,
resultado significativamente maior do que a dos métodos padrédo atuais. Num estudo de
Seshasubramanian et al. (2019) onde as amostras de dadores partiram de sangue do cordéo,
foi obtida uma precisdo de 98,1% na genotipagem por NGS. Outro pardmetro importante
avaliado neste estudo é a viabilidade do DNA obtido no pds-processamento de amostras de
sangue do corddo ser adequado para genotipagem NGS. Noutros dois estudos, Baier et al.
(2018) e Smith et al. (2019), a aplicabilidade da tecnologia NGS em transplantagéo foi o
enfoque dos estudos. Em ambos, a tecnologia NGS apresentou taxas de erros mais baixas,
menores ambiguidades, detecdo de novos alelos, menores custos, bem como o uso da
genotipagem de alta resolucdo por NGS na rotina laboratorial para candidatos a transplante de
6rgdos sdlidos fornece informacges valiosas, como a identificacdo de alelos raros que podem
ter um impacto devastador na sobrevida do enxerto. Para além disso, 0 NGS parece facilitar a
monitorizacdo pds-transplante para o desenvolvimento de anticorpos especificos do dador e
facilita a genotipagem inicial para o registro de dadores de medula 6ssea.

A aplicacdo clinica do NGS néo se limita s6 ao diagndstico. Apesar de este presente
trabalho ndo abordar este tipo de aplicacdo da tecnologia NGS é importante destaca-la
brevemente. A evolugéo desta tecnologia, tem permito detetar SNVs, rearranjos estruturais e

monitorizar o DNA do tumor circulante, bem como analisar areas do genoma desafiadora,
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identificar mutagdes alvo para direcionar a terapia de tumores e identificar populacdes de alto
risco para certos tipos de cancro hereditario (Qin, 2019 e Yohe e Thyagarajan, 2017).

Concluindo, as tecnologias NGS revolucionaram a pesquisa biologica e transformaram
profundamente os campos da patologia diagnostica e da medicina clinica. No futuro, o uso de
NGS em laboratérios clinicos certamente aumentara como tecnologia e bioinformatica, a fim
de ultrapassar as limitagOes atuais e melhorar a qualidade dos resultados. O grande desafio
para os laboratorios clinicos serd o de realizar a abordagem mais adequada dos testes NGS,
tendo em conta a relevancia clinica, custo-efetividade e atendimento clinico do paciente
(Resta and Ferrari, 2018).

A complexidade do sistema HLA e sua aplicagdo em transplantes continuarad a
impulsionar o desenvolvimento de novas tecnologias. Como ja referido, inicialmente
acreditava-se que apenas 0s exdes da estrutura do gene HLA eram importantes, no entanto o
conhecimento sobre o gene HLA na expressdo dos alelos ou outros loci esta a evoluir. A
genotipagem de HLA via NGS forneceu informagdes sobre a importancia potencial no grau
de polimorfismo nos transplantes, em particular em transplantes de medula 6ssea. Deste
modo, os laboratorios que suportam transplantes de medula Ossea e orgaos solidos, séo
potenciais candidatos a utilizagao desta tecnologia, uma vez que potencia a interpretacdo das
especificidades entre o dador e o recetor. Para além disso, é expectavel que o risco de
transplante com incompatibilidades HLA mudard a medida que as tecnologias avangam e
resultados mais detalhados podem ser produzidos em prazos curtos, de forma que a selecédo de
dadores seja mais rapida e mais especifica (Holdsworth et al., 2018).

Também em consequéncia da elevada complexidade do cluster de genes HLA e a sua
grande densidade de marcadores associados a diferentes doencas e caracteristicas, ainda muito
pouco € conhecido sobre os elementos gendmicos exatos responsaveis pelos diferentes
fenotipos. E de prever, que a sua detalhada caracterizagdo revelara muitos segredos que
podem eventualmente ajudar-nos a compreender o seu papel complexo e importante na satde
e doenca (Monos e Maiers, 2015). Apesar do grande avanco tecnolégico dos métodos
tradicionais para a genotipagem por NGS é importante salvaguardar que o mundo HLA nédo
deve se desviar de varias décadas de tecnologias tradicionais que deram origem a milhares de
gendtipos usados em muitos campos de pesquisa relacionados a imunogenética. Os varios
tipos de informacgao “antiga” ¢ “nova” - podem ser combinados para alcancar novos objetivos,
ja que a maior parte do nosso conhecimento sobre a diversidade HLA foi obtida antes do

desenvolvimento de estratégias de sequenciacdo de alto rendimento, o que indica que técnicas
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de sequenciagéo tradicionais ou consideradas mais limitadas possuem um grande potencial de
histocompatibilidade tanto quanto funcdo imune. E importante considerar que as diferentes
tecnologias ainda desempenham um papel complementar na pesquisa de HLA. O NGS traz
claramente dados novos, altamente relevantes e originais, mas isso ndo deve se traduzir em
ignorar outras abordagens que ainda podem ser usadas por pequenos laboratérios e que
podem fornecer resultados satisfatorios para alguns estudos (Sanchez-Mazas e Nunes, 2019).

Como qualquer tecnologia, 0 NGS na pratica laboratorial evoluiu e ira continuar a

evoluir (Yohe e Thyagarajan, 2017).
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Capitulo 4
Conclusao

Os inimeros estudos das Ultimas décadas permitiram a compreensao de parte das
fungdes das moléculas de MHC classe | e de classe Il na imunologia e na genética (Rock,
2016). As moléculas MHC regulam as respostas imunoldgicas especificas da apresentacdo do
antigeénio, ligando os péptidos derivados de agentes patogénicos e, em seguida, apresentando-
os as células T-CD4" ou CD8", via MHC-Il ou MHC-I, respetivamente. Para além destas
funcdes o cluster de genes HLA possui outras fungdes importantes, em que certos alelos HLA
sdo 0s principais determinantes genéticos da suscetibilidade, mas também protecdo, a muitas
doencas autoimunes ou reacdes de hipersensibilidade a farmacos. Para além destas funcdes, as
moléculas de HLA desempenham um papel fundamental no controle da rejeicdo do
transplante e parecem ter um papel importante no cancro a medida que se avanga com
abordagens individualizadas para prevengédo de cancro e imunoterapia.

A genotipagem HLA é extremamente importante na clinica laboratorial. Tal como
referido ao longo desta dissertagdo, os métodos PCR-SSP, PCR-SSO e PCR-SBT sédo
amplamente utilizados na rotina laboratorial. O uso mais recente do NGS aumentou o
entusiasmo a nivel clinico em comparacdo com 0s métodos tradicionais, j& que possui maior
resolucdo e rendimento, menos ambiguidades e tém cada vez mais um menor custo associado.

O avanc¢o na genotipagem HLA por NGS tem-se mostrado bastante promissor, pois
permite a caracterizacdo precisa e completa do cluster de genes HLA. Tendo em conta que a
regido HLA tem forte associacdo com doencas é expectavel que ainda ndo se conheca todas as
suas funcionalidades dos seus genes. A chegada das tecnologias de sequenciacdo via NGS,
tem permitido uma maior caracterizacdo dos genes HLA levando a mais perguntas da
comunidade cientifica. O futuro do HLA podera passar por transformar toda a abordagem, ou
seja, se ha alguma doenga que é encontrada para ser associada com um SNP dentro do HLA
h& razdes para procurar uma base imunoldgica possivel dessa doenca, independentemente do

fenotipo aparente e qualquer nao relacdo percebida dessa doenga com a resposta imune.
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O caélculo das frequéncias alélicas para as amostras de dadores de medula Ossea
voluntarios e amostras de corddo a nivel do Norte de Portugal sdo concordantes com as
frequéncias alélicas obtidas por outros autores relativamente a populacdo Portuguesa. Os
alelos mais frequentes foram o HLA-A*02, HLA-B*44, HLA-C*07 e HLA-DRB1*07, cujos
sdo comuns a populagdes europeias.

Concluindo, a sequenciagdo através da tecnologia NGS é uma opcéao viavel para ser
realizada em todo o tipo de laboratérios que tenham programas de transplante. O método é
reprodutivel, rentavel, preciso, eficiente e fornece informagdes de sequenciacdo mais
completas sobre os genes de HLA que as metodologias tradicionais. A genotipagem HLA
bem-sucedida por NGS requer a combinacdo e moldagem de varios elementos, incluindo a
plataforma de sequenciacéo, o protocolo de preparacdo da amostra e a analise bioinformatica
para fornecer resultados de genotipagem precisos. Esta dissertacdo fornece uma breve
descricdo dos métodos para genotipagem HLA e o principal elemento em estudo para um
maior sucesso na genotipagem do HLA, serd o NGS. E de esperar que a caracterizagio
completa da regido HLA leve a uma melhor compreensdo dos seus papéis na salde e na
doenca, bem como na genética das populages, transplantes e suscetibilidade a determinados

farmacos.
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Anexos

Anexo A- Nimero de alelos HLA identificados entre 0 ano de 1987 e julho de 2019 (Adaptado de
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/intro.html, acedido em setembro de 2018).

nl\.l.mtm

Anexo B- Haplétipos HLA-DR e -DQ associados tanto a suscetibilidade como a protecdo da doenca
(adaptado de Anaya et al., 2013).

18500

. Alelos HLA classe I

. Alelos HLA classe I1

Numero de alelos

<& =3 . ™ o b wy D P -] (=13 o 3 - o w L
2 2 3 8§ 28 3 2 2 5 8 2 8 2 2T 8 8 5
2 $ $ 3% 8 8 3% 8 88 % 5888 ¢g¢s g 5 8

DRB1 | DQA1 | DQB1
Elevado Risco

0401, 0403, 0405 0301 0302

0301 0501 0201
Risco Moderado

0801 0401 0402

0404 0301 0302

0101 0101 0501

0901 0301 0303

Prote¢do Moderada

0403 0301 0302

0701 0201 0201

1101 0501 0301
Elevada Protegdo

1501 0102 0602

1401 0101 0503

0701 0201 0303
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Anexo C- Base da sequenciagio por pirosequenciacio da Roche454 System (adaptado de Medini et al.,
2008).

“‘orp DNA Polimerase
X
ey

Esferas 3 T%:; — PP

Adaptadores [ O
gDNA =

:(/\I\’\D NN
[§~<))

\()L”/\)

Q

L’Uz\~ RVAVAVVAVAN

L/\‘

\/\/\’

~

Preparacio da amostra Reacio de Pirosequenciacio

Anexo D- Sequenciagio através da metodologia SOLID da Applied Biosytems (adaptado de Medini et al.,
2008).

Esferas
Adaptadores [ Q
gDNA (|
Nahd l l
C\/\’\/) '}\ AN
\‘2‘/‘1\: < — SRR w3 [}/ 1 /1] == PCR 5
P VAV S
L VA g3
i o &S . A z’:é
(_,r\/;_\ AVAVAVAVAV AW s
s
[ N Il |
Preparacio da amostra Seq iacdo por ligaca

Anexo E- Amplificacdo por ponte através da sequenciagdo por sintese da Illumina (adaptado de Metzker,
2009).

Uma molécula de DNA por cluster

Crescimento
do cluster

Preparacio da amostra

DNA
dNTPs
DNA polimerase

Amplificacao por ponte
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Anexo F- Sequenciacdo em tempo real pela tecnologia Pacific Biosciences (adaptado de Metzker, 2009).

Nucledtidos ligados a hexafosfatos e ao fluoroforo

) Limite da zona de detecao

t Pulso fluorescente
Intensidade)

Detecao Epifluorescente

Anexo G- Extragdo em modo automético no QlAcube

a)

b)

e)

Selecionar a opcdo DNA do menu, o kit — QlAamp DNA Blood Mini, o tipo de
amostra usado e o volume de elui¢do da amostra pretendido, 100 ou 200 ul. Pressionar
“start” e seguir os passos indicados pelo equipamento.

Colocar um eppendorf de 1,5 ml na posicdo A da grelha para reagentes extra, com o
volume de protease necessario consoante 0 nimero de amostras a extrair. Preparar e
colocar os adaptadores de rotor da centrifuga conforme o numero de amostras a
extrair.

Colocar os tubos com as amostras (tubos de 2 ml, com rosca e fundo cénico) nas
posic¢des corretas no agitador e pecas de borracha no lugar das tampas desses tubos.
Fechar a porta do equipamento e pressionar “start”.

Quando a corrida terminar, selecionar “OK” e seguir os passos de limpeza indicados
no aparelho.

Transferir os &cidos nucleicos eluidos para um tubo de armazenamento devidamente

identificado e proceder a quantificacdo da amostra e seu armazenamento.

NOTA: E possivel parar uma corrida a meio, devido a uma emergéncia, pressionando

r

“cancel”. Se uma corrida é parada, ndo pode ser reiniciada, tendo de ser terminada

manualmente.
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Anexo H- Extracdo por QIAGEN-QIASYMPHONY DNA Blood Kit

a) Efetuar o login, para que todas as gavetas do aparelho sejam desbloqueadas e efetuar
0s passos de preparacdo do aparelho para a extracao.

b) Colocar os suportes carregados com as amostras no equipamento comecando pela
posicdo 1. Selecionar as amostras e definir o protocolo a utilizar. Selecionar a posi¢ao
de eluicdo e o volume de eluigéo e pressionar o botdo “run” para iniciar a extragao.

NOTA: A ordem em que 0s suportes sdo carregados determina a posi¢cdo dos DNAs eluidos
no suporte de eluicdo, pelo que a posicdo das amostras nos suportes e a posi¢ao dos tubos de
eluicdo devem ser correspondentes.

c) Abrir a gaveta “eluate” e retirar a placa com os tubos de eluicdo e¢ quantificar as
amostras. Terminada a extracdo é necessario realizar a limpeza do equipamento.

Quantificar o DNA no Nanodrop.

Anexo I- Tabela de validagao de resultados para cada locus HLA em estudo.

Esferas
13 32 34 35
Locus A ControI? positivo Controlc: positivo | Controlo negativo
(exdo 2) (exdo 3)
Locus B Controlcz positivo Controlc~> positivo | Controlo negativo
(exdo 2) (exdo 3)
Controlo positivo | Controlo positivo .
Locus C : N positiv e . S E— Controlo negativo
(exdo 2) (exdo 3)
locus | Controlo positivo Controlo negativo
DRB1 (exd0 2) g
ltocus | Controlo positivo Controlo negativo
DQB1 (exdo 2) &

Anexo J- Pares de primers para cada grupo e alelos especificos.

Mistura de ) . Tamanho do
Grupo alélico Exclui alelos

amplificacdo amplicéo (bp)
A-01 01, 11, 36 - 2400
A-02 11 - 2300
A-03 02 - 2000
A-04 03 - 2500
A-05 23 23:17 2300
A-06 23,24 24:33 2900
A-07 29, 32,74 32:04 2300
A-08 30 - 2800
A-09 31, 33 - 2600
A-10 25, 26, 34, 43, 66 - 2400
A-11 68, 69, 34:01, 66:02/03 34:05 2400
A-12 80:01 - 2800
A-L Todos os alelos A - 3000
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B-01 07, 48, 81 48:02 2400
B-02 08, 42, 735:87 - 2300
B-03 13,57 - 2400
B-04 14, 38, 39, 67 67:02 2300
B-05 14 - 2200
B-06 15, 46 15:42 2300
B-07 18, 37 - 2700
B-08 27, 40, 47, ?235:42 40:01/48/55, 27:05:04 2700
B-09 15:42, 35, 51, 52, 53, 58, 78, 56:06 51:42, 35:87 2200
B-10 35, 53, 57 - 3300
B-11 40 40:02/03/04/06/08/40/55 2400
B-12 41 - 2400
B-13 44,51:42, 83:.01 44:27, 744:15/18 2600
B-14 45, 49, 50 - 2700
B-15 54, 55, 56, 59, 82 ?56:06, 59:02/03/04 2300
B-L Todos os alelos B - 3000
C-01 1 - 2300
C-02 02, 15 - 3200
C-03 15 - 2300
C-04 03 - 2900
C-05 04 - 2900
C-06 05, 08 - 3200
C-07 05, 06, 08, 12, 15 15:43 2100
C-08 07 - 2900
C-09 14 - 2600
C-10 16 - 3100
C-11 17 - 3100
C-12 18 - 2500
C-L Todos os alelos C - 3100
DRB-01 01 - 430
DRB-02 15, 16 - 730
03:07,
DRB-03 03, 14:02/03/06, 13:15, 14:13/19/20 14:01/04/05/10/18/22/54/84, 760
?03:17, 14:17
DRB-04 04 - 550
DRB-05 07 - 400
DRB-06 08, 13:17 08:06 860
DRB-07 09 - 440
DRB-08 10 - 460
DRB-09 12 12:01 590
DRB-10 03, 08:06, 11, 12:01, 12:17, 13, 14 13:17 470
DRB-11 03:07, 13:01/02/36, 13:34, 14:17/21/33 13:03/04/05/12/13 460
11:01, 11:01:08, 12:17, )
DRB-12 14:01/04/05/10/18/54/84, 11:13/17, 14'02/03/_06/13/17/19/22/33’ 470
: 14:13/17/19/33
13:08/83
DRB-L1 Todos os alelos DRB1 (exdo 1) - 260
DRB-L2 Todos os alelos DRB1 (exdo 2) - 460-740
DRB-L3 03, 08, 11 a 14 (exdo 3) 12:17 1000
DQB-01 02 - 480
DQB-02 03 03:02/03, ?03:05-08/11 530
DQB-03 03 03:01/04/09/19, 703:10/12/13 525
DQB-04 04 - 525
DQB-05 05 - 480
DQB-06 06 - 540
DQB-L2 Todos os alelos DQB1 (exdo2) - 510
DQB-L3 Todos os alelos DQB1 (exdo 3) - 400
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Anexo K- Especificidade das misturas de amplificacdo para os diferentes primers de

sequenciacao.

Mistura de amplificacdo

Gene (exao)

Primers de sequenciacdo (F-forward; R-

reverse)
A-01,04,05,07-12, L HLA-A (exdo 1) AlF
A-01-12, L HLA-A (exdo 2, 3, 4) A2F, A2R, A3F, A3R, AdF, A4dR
A-01, 02, 04,07 -10, 12, L HLA-A (exdo 5) A5F
B-01, 03,04,07—-12,14, L HLA-B (exdo 1) B1F
B-01-15, L HLA-B (exdo 2, 3, 4) B2F, B2R, B3F, B3R, B4F, B4R
B-01-08,11-15,L HLA-B (exdo 5) B5R
C-02-04,06-12,L HLA-C (exdo 1) CIR
C-01-12,L HLA-C (exdo 2, 3, 4) C2F, C2R, C3F, C3R, C4F, C4R
C-01,02,04-06,08-12, L HLA-C (exd0 5) C5R
C-02,04,05,06,08,10,11, L HLA-C (exd0 6, 7) C6F, C7R

DRB-L1 HLA-DRBL (exdo 1) DRBIF, DRBIR
DRB-L2 HLA-DRBL (exdo 2) DRB2F, DRB2R, DRB2R86 (c0d3086)
DRB-L3 HLA-DRBL (ex&o 3) DRB3F
DRB-01 - 12 HLA-DRBL (exdo 2) DRB2F, DRB2R
DRB-01 - 12, L HLA-DRBL (exdo 2) DRB2R-86 (GTG)
DQB-01 — 06, L2 HLA-DQB1 (exdo 2) DQB2F, DQB2R
DQB-L3 HLA-DQB1 (exdo 3) DQB3F, DQB3R
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