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RESUMO

Introducio: A anemia falciforme ¢ a doenca hemolitica de carater hereditario mais comum no
mundo, acometendo principalmente pessoas de descendéncia africana, e apontada como uma
questao de saude publica. A hemoglobina presente no meio extracelular, resultante de hemolise
da doenga ¢ reconhecida pelo sistema imune, que pode recrutar células e gerar uma inflamacgao
cronica e estéril, que pode causar obstrucao de vasos sanguineos. O HLA-G ¢ uma molécula de
classe I do complexo principal de histocompatibilidade com propriedades tolerogéncias, que
pode inibir tanto a imunidade inata quanto adaptativa. A isoformas soltiveis do HLA-G
produzido por leucoécitos, tem sido implicado em varias fungdes imunorregulatorias e pesquisas
indicam que os niveis de HLA-G soltvel estdo elevados em uma proporg¢do significativa de
pacientes com anemia falciforme, tanto durante estados estacionarios quanto apds crises
recentes. Variantes genéticas dessa proteina foram observadas influenciando a suscetibilidade
a infecgdes, o que ¢ relevante devido ao aumento do risco de infecgdes pré-existentes dos
pacientes com anemia falciforme. Objetivo: Analisar o impacto das SNVs no gene HLA-G ¢
sua correlagdo com a expressao da por¢ao soluvel em pacientes com anemia falciforme e
doadores de sangue saudaveis. Metodologia: Foram recrutados 85 pacientes com anemia
falciforme, e coletado sangue em tubos de EDTA. Foi realizado o hemograma desses pacientes
e foi feita a genotipagem dos SNVs rs1049033, rs9380142 e rs1710 do gene HLA-G por PCR
tempo real, e a quantificagdo de HLA-G soltuvel por ELISA sanduiche conforme o protocolo
do fabricante (ThermoFisher). Resultados: O estudo incluiu 85 pacientes com anemia
falciforme (44 em estado estacionario e 41 em crise vaso-oclusiva), além de 80 individuos
saudaveis, como grupo controle. Pacientes em crise apresentaram niveis significativamente
mais baixos de hemoglobina e hematocrito, e maiores contagens de leucdcitos e neutréfilos. Na
analise genética, o genotipo C/T da variante rs/049033 foi mais frequente nos casos do que nos
controles. Houve aumento significativo dos niveis do sHLA-G analisado no grupo em crise
vaso-oclusiva em comparacdo ao grupo controle. Conclusdo: Os achados deste estudo
corroboram a literatura ao demonstrar alteragdes hematoldgicas compativeis com os diferentes
estados clinicos da AF, além de apontar o potencial papel da variante rs/049033 gene HLA-G
na modulacdo imunoldgica da doenca. A elevacdo significativa de sHLA-G nos pacientes
sugere que essa molécula pode integrar um mecanismo compensatério a inflamagao, refor¢cando
sua relevancia como possivel marcador imunolégico.

Palavras-chave: Hemoglobinopatia; Biomarcador solivel, Amazonia Brasileira; SNVs.



ABSTRACT

Introduction: Sickle cell anemia is the most common hereditary hemolytic disease in the
world, mainly affecting people of African descent, and is considered a public health issue. The
hemoglobin present in the extracellular medium, resulting from hemolysis in the disease, is
recognized by the immune system, which can recruit cells and generate chronic, sterile
inflammation, which can cause obstruction of blood vessels. HLA-G is a class I molecule of
the major histocompatibility complex with tolerogenic properties, which can inhibit both innate
and adaptive immunity. The soluble isoforms of HLA-G produced by leukocytes have been
implicated in various immunoregulatory functions and research indicates that levels of soluble
HLA-G are elevated in a significant proportion of patients with sickle cell anemia, both during
steady states and after recent crises. Genetic variants of this protein have been observed to
influence susceptibility to infections, which is relevant due to the increased risk of pre-existing
infections in patients with sickle cell anemia. Objective: To analyze the impact of SNVs in the
HLA-G gene and their correlation with the expression of the soluble portion in patients with
sickle cell anemia and healthy blood donors. Methodology: 85 patients with sickle cell anemia
were recruited and blood was collected in EDTA tubes. The blood counts of these patients were
taken and the SN'Vs rs1049033, rs9380142 and rs1710 of the HLA-G gene were genotyped by
real-time PCR, and the soluble HLA-G was quantified by sandwich ELISA according to the
manufacturer's protocol (ThermoFisher). Results: The study included 85 patients with sickle
cell anemia (44 in steady state and 41 in vaso-occlusive crisis), as well as 80 healthy individuals
as a control group. Patients in crisis had significantly lower hemoglobin and hematocrit levels,
and higher leukocyte and neutrophil counts. In the genetic analysis, the C/T genotype of the
rs1049033 variant was more frequent in the cases than in the controls. There was a significant
increase in the levels of sHLA-G analyzed in the vaso-occlusive crisis group compared to the
control group. Conclusion: The findings of this study corroborate the literature by
demonstrating hematological alterations compatible with the different clinical stages of PA, as
well as pointing to the potential role of the rs1049033 HLA-G gene variant in the immune
modulation of the disease. The significant elevation of SHLA-G in the patients suggests that
this molecule may be part of a compensatory mechanism for inflammation, reinforcing its
relevance as a possible immunological marker.

Keywords: Hemoglobinopathy; Soluble biomarker, Brazilian Amazon; SN'Vs.
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1. INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) ¢ a doenga hemolitica de carater hereditario mais comum no
mundo, acometendo principalmente pessoas de descendéncia africana. A doenca ¢
caracterizada por uma mutagdo pontual da troca de adenina pela timina (GAG — GTG) no
sexto codon do gene da B-globina, que resulta na substitui¢ao do acido glutamico pela valina.
A hemoglobina anormal resultante (HbS) ¢ responsavel por alteracdes nos eritrocitos que
culminam na obstru¢do da microcirculagdo, isquemia, necrose tecidual e disfungdo organica

(Cordero et al., 2009a).

Na Africa subsaariana, foi estimado aproximadamente 230 mil nascimentos de pessoas
com anemia falciforme, em 2010. Sua incidéncia nos demais paises pode variar dependendo da
raca, etnia e localidade (Kato et al., 2018a). No Brasil, entre 2014 ¢ 2020, a média anual de
novos casos de criangas diagnosticadas com Doenga Falciforme no Programa Nacional de
Triagem Neonatal foi de 1.087, em uma incidéncia de 3,78 a cada 10 mil nascidos vivos.
Estima-se que, atualmente, ha entre 60 mil e 100 mil pacientes com Doenga Falciforme no Pais
(Frasdo, 2022). Na populacdo amazonica, no ano de 2019, foram registrados 236 individuos
com doenga falciforme, em que 89,7% correspondem a forma homozigota (HbSS) da doenca

(Cesar et al., 2019a).

A AF ¢ a forma homozigota da doenca, e possui o pior prognostico clinico, quando
observado entre as variantes genéticas. Esta condi¢do pode ser categorizada clinicamente em
dois perfis: O estado estacionario e a crise vaso-oclusiva. A vaso-oclusdo inicia na
polimerizacdo da hemoglobina S. Essa polimerizacdo altera a forma e propriedades fisicas das
hemacias, resultando em anemia hemolitica, obstru¢do de vasos sanguineos e menor tempo de
vida das hemacias circulantes. Esses eventos contribuem para o processo de ativagao das células
imunologicas devido ao maior grau de lesdo tecidual, bem como do heme livre no plasma,
advindo da hemolise, culminando em um perfil inflamatério cronico, com episodios agudos

(Kato et al., 2018a).

Essas complicagdes sdo as principais razdes de internagdes de emergéncia desses
individuos (Cela, 2008a). Pessoas com anemia falciforme sofrem frequentemente de episddios
subitos e intensos de dor, que variam em gravidade e impactam profundamente sua qualidade
de vida, exigindo cuidados médicos constantes. A crise vaso-oclusiva ¢ a manifestacdo mais
comum dessa doenga, caracterizada por sintomas como febre, leucocitose, derrame articular,

fraqueza e susceptibilidade a infecgdes, que podem agravar a condi¢do do paciente. Aqueles
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em um periodo de calmaria entre as crises sao considerados em estado estacionario, considerado
um estado assintomatico, um momento de estabilidade temporaria, apesar da persisténcia

cronica da doencga (Akinola et al., 1992; Musa et al., 2010a)

O HLA-G ¢ uma molécula sintetizada principalmente por leucocitos, que pode estar na
membrana, ou na forma solivel, no plasma. Essa molécula exerce fungdes tolerogénicas, com
capacidade de regular a imunidade inata e adaptativa. Anteriormente, estudos demonstraram
sua associagao a fungdes imunorregulatorias, com um foco particular em seu envolvimento na
anemia falciforme que demonstraram que polimorfismos de HLA-G estdo associados em
pacientes com anemia falciforme. A presenca de inflamagdo cronica pode ser atribuida a
expressao do HLA-G nos locais de inflamagdo, dada sua conhecida associagao com condi¢des

inflamatoérias (Cordero et al., 2009b).

A principal fun¢cao do HLA-G ¢ modular a resposta inflamatéria e em sua forma soluvel
pode ser secretada por células T CD4+, que exerce efeitos que incluem a inibicdo da
prolifera¢do de linfocitos T CD4+ e linfocitos B, além da indugdo a apoptose em linfocitos T
CD8+ e células NK (Contini et al., 2003; Le Friec et al., 2004; Lila et al., 2001a; Naji et al.,
2014a; Rebmann et al., 2003a). As variantes genéticas do HLA-G: rs1049033, rs9380142 e
rs1710 foram avaliadas em doencas inflamatérias e cronicas mostrando que pode haver uma
influéncia no risco de desenvolvimento de doencas infecciosas ou agravamento de doencas

cronicas (Chyad et al., 2023)

A analise de variantes genéticas, como a rs1049033, rs9380142 e rs1710, dentro de uma
coorte de pacientes com anemia falciforme no Amazonas, € crucial para compreender o impacto
dessas variantes na manifestacdo clinica e na severidade da doenga. Isso ¢ particularmente
importante em uma populacdo com diversidade genética e fatores ambientais distintos. Estudar
essas variantes pode revelar ligagdes importantes com complicagdes clinicas, incluindo crises
vaso-oclusivas e suscetibilidade a infec¢des, que sdo comuns e desafiam a satide na regido.
Além disso, identificar e caracterizar essas variantes ¢ vital para desenvolver tratamentos
personalizados, melhorando o prognéstico e a qualidade de vida dos pacientes com este
transtorno genético grave. No entanto, estudos que investigam o papel das variantes e do
componente soltivel do HLA-G na resposta imunoldgica desses pacientes, ainda sdo escassos.
Desta forma, este trabalho foi crucial para avaliar o perfil de moléculas solaveis do HLA-G e
estudar as variantes na regido codificadora do gene HLA-G, a fim de compreender sua

influéncia nos pacientes com anemia falciforme.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Anemia Falciforme (AF)

O termo Doenca Falciforme constitui-se de um grupo de doengas que compde: Trago
Falciforme (HbAS), Anemia Falciforme (HbSS), HbSC, HbSD, HbSE, HbSa-talassemia e
HbSp-talassemia, que sdo caracterizadas pela mutagdo no gene da B-globina (Kato et al., 2018b).
Em 1949, foi atribuido a doencga, a presenca de uma hemoglobina anormal, denominada de
hemoglobina S (HbS). Foi descoberto, posteriormente, que a HbS ¢ causada pela substituicao
de um acido glutamico pela valina, na posi¢ao 6 da cadeia B-globina, devido a substitui¢ao de

uma base nitrogenada no cédon 6 (A>T) (Pauling ef al., 1949; Williams; Thein, 2018a).

A anemia falciforme ¢ uma doenca hereditaria de carater molecular e homozigoto para
a hemoglobina S (SS), em que os eritrocitos podem sofrer alteracdes reversiveis quando a eles
¢ aplicada uma pressdo parcial de oxigénio. A valina produzida decorrente da mutacdo, em
condi¢des de desoxigenagdo interage com outros aminoacidos para formar polimeros de
hemoglobina e permitem ao eritrocito assumir a forma de foice, denominado como falcizagao

(Kato et al., 2018b; Pauling ef al., 1949).

2.2. Epidemiologia da doenca

A anemia falciforme é a doenga hemolitica de carater recessivo mais comum do mundo,
que apresenta estimativas de 300 mil criancas com anemia falciforme. Piel et al. (2017)
apresentou em seu artigo, uma representacao geografica de nascimentos com anemia falciforme

no ano de 2015 (Figura 1) (Piel et al., 2017a).

Figura 1:Numero de recém-nascidos com anemia falciforme em cada pais em 2015.

Os dados sdo baseados em estimativas de Piel et. al (2017). O Alasca é mostrado separadamente do resto dos
Estados Unidos.

Fonte: (Piel et al., 2017a).
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As pessoas com caracteristica heterozigdtica da doenca possuem maior resisténcia as
formas graves da maldria, dessa forma, sua incidéncia em ambientes altamente endémicos do
parasita foi relacionada a origem da anemia falciforme (Williams; Thein, 2018b). A estimativa
da incidéncia de nascimentos com anemia falciforme na Africa Subsaariana foi de
aproximadamente 230 mil em 2010, representando cerca de 75% dos nascimentos com AF em
escala global (Piel et al., 2013). Por muito tempo essa doenga foi atribuida ao continente
africano, sendo a hipotese mais aceita da mutagao com o intuito de prote¢ao contra a malaria
que ¢ uma doencga prevalente da regido africana. Todavia, apds as grandes navegagodes € o
periodo da escraviddo, o gene mutado da doenga falciforme foi globalmente difundido e se

encontra presente em muitos continentes (Kato ez al., 2018b).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, aproximadamente 4% da populacao
possui o trago falciforme, enquanto a presenga da doenca homozigodtica é estimada entre 60 e
100 mil pessoas (Brasil, 2018; Silva-Pinto et al., 2022). Em 2005, a prevaléncia média de
individuos heterozigotos para a mutacao era de 2%, mas esse percentual aumentava para 6—
10% entre pessoas de descendéncia africana. Esse cenario resulta em uma estimativa de 700—
1.000 novos casos anuais de anemia falciforme no Brasil (Diniz; Guedes; Trivelino, 2003). No
estado do Amazonas, a Fundagdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM) ¢ a tUnica institui¢do responsavel pelo atendimento de pacientes com DF. Em
2019, segundo Purim et a/ (2019), foram registrados 236 pacientes que recebem atendimento
para casos de DF na Fundagio HEMOAM, em que 89,7% correspondem a pacientes com o

carater homozigotico (SS) da doenga falciforme (Cesar et al., 2019a).

2.3. Fisiopatologia da Anemia Falciforme

A mutag¢do pontual do gene da -globina leva a produ¢do de hemoglobina S anormal, e
1sso resulta na polimerizacdo da hemoglobina em condigdes de desoxigenagao,
consequentemente a hemacia assume a forma de foice. Esses ciclos de mudanga de forma dos
eritrocitos danificam a sua membrana levando a hemolise (Cela, 2008b; Piel et al., 2017b; Zago;

Pinto, 2007).

Demonstrou-se que a hemolise que causa, comumente, a anemia, pode causar disfungao
no endotélio, lesdo cronica nos vasos sanguineos, advindas da liberacdo de hemoglobina
plasmatica livre e arginase 1, que coletivamente podem diminuir a biodisponibilidade de Oxido
Nitrico (NO) e aumentam a formagao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) (Gladwin; Ofori-

Acquah, 2014a). Além disso, a hemolise pode induzir a liberacdo de armadilhas extracelulares
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de neutréfilos (NETs), aumentando também a formacdo de ROS intracelular de neutrofilos

(Gladwin; Ofori-Acquah, 2014a; Kato et al., 2018a).

Os repetidos ciclos de falcizagdo afetam a permeabilidade celular, o que
consequentemente encurta a vida util das hemacias, causando assim hemolise e anemia cronica,
sendo este processo de falcizagdo reversivel com a oxigenagdo dos eritrécitos, todavia, com o
aumento desse ciclo, ele chega a se cristalizar e a falcizagdo se torna irreversivel (De Sonati;

Costa, 2008).

E esses eritrocitos falcizados decorrentes da polimerizagdo da HbS podem se aderir ao
endotélio e também estimular o recrutamento de leucocitos, plaquetas e outros eritrocitos que
consequentemente podem causar eventos vaso-oclusivos em tecidos essenciais € causar
infartos. Esses eventos em 6rgaos vitais como o pulmao pode causar uma sindrome toracica
aguda e embolia pulmonar (Gladwin; Vichinsky, 2009). Diferentemente do estado estacionario

que € caracterizado por baixo grau de hemolise e falcizagdo (Figura 2).

Figura 2: Fisiopatologia da Anemia Falciforme.
Fonte: Adaptado de MORIKIS et al., 2021; KATO et al, 2018.
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2.4. Imunopatologia da Anemia Falciforme

Durante as crises vaso-oclusivas, a hemolise intravascular estimula uma inflamagao
estéril, sendo o heme liberado reconhecido principalmente pelas vias de ativagao de receptores
do tipo Toll 4 (TLR4), ativando assim a imunidade inata e causando uma inflamagao sistémica
na auséncia de um patogeno (Gladwin; Ofori-Acquah, 2014a). A anemia falciforme ¢

caracterizada por um estado pro-inflamatorio crénico, apresentando uma contagem de
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leucdcitos aumentada, suscetibilidade a infec¢des recorrentes, subsequentes complicagdes de
eventos vaso-oclusivos, como a adesdo de leucécitos ao endotélio, e aumento de citocinas pro-
inflamatérias como IL-6 e IL-8, que contribuem assim para esse perfil intenso de inflamagao

da doenga (Chies; Nardi, 2001a).

A liberacdao de componentes intracelulares dos eritrocitos como hemoglobina, heme,
HMGBI1, adenosina decorrentes de hemolise cronica, sdo reconhecidos como Padroes
Moleculares associados ao Dano (DAMPs) e ativam o sistema imune inato e adaptativo. O
reconhecimento desses DAMPs pelos receptores TLR-4 e TLR-2 induzem a ativagdo do
inflamassoma NLRP3 em monocitos, e consequentemente a liberagdo de citocinas pro-
inflamatoérias IL-1B e IL-18 (Gladwin; Ofori-Acquah, 2014; Mendonga; Silveira; Conran,
2016a).

A expressdao de TLR-4 em plaquetas pode ser atribuida na inflamagao, pois promovem
a adesdo de neutréfilos, que liberam o DNA para formar as NETs. Com isso, outros leucocitos
no meio circulante podem aderir uns aos outros ¢ ao endotélio ativado, contribuindo assim para
eventos vaso-oclusivos (Gladwin; Ofori-Acquah, 2014; Kato ef al., 2018a; Mendonga; Silveira;
Conran, 2016a). A contagem elevada de leucocitos nesses pacientes, vem principalmente pelo
aumento de neutrodfilos circulantes, todavia, a maioria apresenta-se com aspectos disfuncionais,
devido ao prejuizo no processo de migracdo e quimiotaxia (Humbert et al., 1990a; Okpala,
1998). Logo, podemos observar que existe uma desregulacdo em diversos aspectos do sistema

imunoldgicos desses pacientes.

2.5. Antigeno Leucocitario Humano (HLA)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano foi identificado durante uma
investigacdo de antigenos em linhagens isogénicas de camundongos. Foram identificadas
proteinas presentes em células apresentadoras de antigenos que sdo denominadas Antigeno
Leucocitario Humano (HLA, do inglés, Human Leukocyte Antigens), responsaveis pelo
reconhecimento de antigenos peptidicos. Essas proteinas sdo componentes importantes do
sistema imunologico, desempenhando papeis como a apresentagao antigénica aos linfocitos T,
instruindo assim as respostas imunes adaptativas (Karnaukhov et al., 2022). Além disso, sdo
categorizadas em moléculas de classe I, classe II e classe III com funcgdes distintas descritas

abaixo.

2.6. Genética do HLA
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O locus do HLA humano (Figura 3) abriga trés tipos de genes de HLA: os genes de
HLA de classe I, classe II e classe III, responsaveis pela codificagdo de diferentes grupos de
proteinas homologas. Essas proteinas de HLA polimérficas tém a fungdo de apresentar
antigenos peptidicos para o reconhecimento pelas células T CD8+ e CD4+, respectivamente.

(Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

Figura 3: Mapa esquematico do locus do complexo principal de histocompatibilidade humano (HLA).
Fonte: (Berlingerio et al., 2009).
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A classe I inclui genes cléssicos (HLA-A, -B e -C) e nao classicos (HLA-E, -F e -G),
além de pseudogenes. Os genes classicos codificam proteinas expressas na superficie de células
nucleadas, apresentando peptideos enddgenos aos linfocitos T CD8+. Na classe II inclui genes
familiares como HLA-DR, -DQ e -DP. O gene HLA-DR inclui DRA e DRB (DRBI a DRBY),
onde DRBI, 3, 4 e 5 codificam cadeias B-polipeptidicas. Outros genes como DPAI, DOAI,
DPBI e DOBI codificam cadeias o e f. Ha também genes ndo classicos como DM e FAZ. Os
produtos desses genes sao expressos na superficie de linfocitos B, células apresentadoras de
antigenos e linfocitos T ativados, apresentando aos Linfocitos T CD4+ naive (Caramalho ef al.,
2023; Goulder; Walker, 2012; Santamaria et al., 1993; Shih et al., 2024). Os genes de MHC de
classes I e II destacam-se como os genes mais polimorficos em qualquer genoma de mamifero

(Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

O HLA de Classe III, nao sendo tdo estudado quanto as outras regides, ¢ também
chamada de regido gama do HLA, ¢ uma area ndo codificadora entre as Classes I e II. Contém

genes do sistema complemento (C2, C4a, C4b, Bf), da 21-Hidroxilase, citocinas inflamatorias
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(incluindo membros da familia TNF) e proteinas de choque térmico (Dendrou et al., 2018;

Lehmann et al., 2001).
2.7. Antigeno Leucocitario Humano G (HLA-G)

O HLA-G ¢ uma molécula ndo classica, pertencente a classe I nao classico (Ib), e ¢
essencial para a tolerancia imunoldgica, diferindo das outras moléculas HLA de classe I que
ativam a resposta imune. O HLA-G pode inibir todas as células do sistema imunoldgico como
as células T CD4+ e T CD8+ por ligacdo direta a receptores celulares, via interagdo HLA-G-
ILT2. Essa molécula interage também com células NK, linfécitos T, células dendriticas e
macrofagos, com os receptores presentes (Figura 4). O papel de tolerancia imunolégica foi
inicialmente observado em tecidos trofoblésticos, na gravidez, onde a formacgao e protecdo da
placenta sdo fundamentais para o desenvolvimento do feto sem a influéncia do sistema imune

da gestante (Carosella; Dausset; Rouas-Freiss, 1999a; Dias et al., 2015a; Gomes et al., 2020).

Figura 4: Receptores que interagem com o HLA-G e sua expressdo em células do sistema imunolégicos.
Fonte: (Carosella ef al., 2008).
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Essa molécula tem presenca restrita a alguns tecidos conhecidos como
imunoprivilegiados, como no tecido trofoblastico extraembriondrio, que invade a decidua
materna durante a implantacdo do embrido. Além de ser expresso em trofoblastos, o HLA-G
também ¢ detectado em tecidos imunoprivilegiados de adultos, como o timo (Lefebvre et al.,
2000), cornea (Le Discorde et al., 2003) e precursores eritroides e endoteliais (Menier et al., 2004).
A forma soluvel da molécula HLA-G pode ser identificada no soro/plasma, sendo produzida
principalmente por monodcitos (Rebmann et al., 2003b). A expressao nao fisiologica do HLA-G
pode ocorrer em contextos de doengas inflamatorias, virais, canceres e transplantes (Curigliano

et al.,2013; Gonzalez et al., 2012a).

Em seu gene, apresenta oito éxons (E) e sete introns, sendo o ex6n 2, 3 e 4 responsaveis
pela produgao de dominios alfa (al, a2, a3) que compdem a estrutura principal da proteina.
Apos a transcrigdo e splicing alternativo sdo descritas sete isoformas ligadas a membrana:
HLA-GI1, HLA-G2, HLA-G3 ¢ HLA-G4 (Figura 5) (Lin; Yan, 2018a). A existéncia de um
coddon de parada no sexto cddon (E6, Figura 5) do gene leva a exclusdo dos éxons 7 e 8,
originando um processo Unico que resulta na produgdo das proteinas soltveis HLA-GS5, HLA-

G6 e HLA-G7 (Carosella; Dausset; Rouas-Freiss, 1999a).

Figura 5: Diversas isoformas de HLA-G sdo geradas por splicing alternativo do mRNA de HLA-G.
Fonte: (Lin; Yan, 2018a).
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E: Exon; TM: Por¢io Transmembranar; *: Stop cédon; SP: Splicing
2.8. Variantes Genéticas

Desde o sequenciamento do genoma humano, a proéxima etapa de estudos genéticos ¢ a
avaliagdo de variagdes genéticas, sua caracterizagdo e influéncia no fenotipo humano. Até o
ano de 2021, mais de 200 mil variantes foram caracterizadas e identificadas e estdo registradas
com fidelidade na plataforma de estudos de associagao genomica ampla (GWAS), todavia, a
maioria das variantes ainda precisam ser elucidadas (Lappalainen; Macarthur, 2021). As
variantes genéticas sdo definidas como alteragdes ou modificacdes nas sequéncias de
nucleotideos do DNA, representam uma fonte significativa de diversidade que pode ser
observada entre individuos dentro de uma determinada populagdo, e sua presenca ¢
fundamentalmente essencial para a manuten¢do e evolugdo da diversidade genética entre as
espécies. Essas variagdes podem se manifestar por uma infinidade de mecanismos, desde
alteracdes sutis envolvendo um tnico nucleotideo (SNVs), até mudancas mais extensas que
podem afetar segmentos maiores da molécula de DNA ou envolver flutuagdes na frequéncia de
sequéncias repetitivas especificas localizadas em regides genOmicas distintas que sdo

caracteristicas de organismos especificos (Strachan; Read, 2010).

O gene HLA-G exibe baixo grau de polimorfismos, em comparacdo com as outras
regides HLA, a niveis de transicdo de aminoacidos e a variabilidade de troca de nucleotideos
sendo ligeiramente maior (Arnaiz-Villena et al., 2021; Ven et al., 1998). Com base no catalogo
GWAS foi encontrado 161 variantes genéticas e 223 associagdes com doencas em 107 estudos.
A andlise das variantes da regido 3' ndo traduzida (3'UTR) associadas ao gene HLA-G, incluindo
polimorfismos de nucleotideo tnico, como rs/049033, rs9380142 e rs1710, no contexto de
pacientes diagnosticados com anemia falciforme possuem o potencial de influenciar
significativamente os niveis de expressdo e os mecanismos regulatorios do HLA-G, sendo
reconhecida como uma biomolécula essencial que desempenha um papel critico na modulagao

da resposta imune (Nadda et al., 2024).

Dentro da populacdo especifica de pacientes com anemia falciforme, o sistema
imunoloégico frequentemente enfrenta desafios distintos e formidaveis que surgem como
consequéncia de processos inflamatorios cronicos e episddios intermitentes caracterizados por
crises vaso-oclusivas. A molécula HLA-G ¢ fundamental para sustentar a tolerancia imune, e
alteragcdes em suas variantes 3'UTR podem levar a modificagdes na estabilidade do mRNA, o

que, por sua vez, pode ter implicacdes profundas nos niveis de expressdo de proteinas que sao
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finalmente produzidas. Essas variagdes podem exercer influéncias diretas nos mecanismos
imunoregulatorios que operam em individuos que sofrem de anemia falciforme, potencialmente
impactando ndo apenas a gravidade da doenca em si, mas também a frequéncia de episodios
vaso-oclusivos dolorosos ¢ a eficacia geral das intervencdes terap€uticas empregadas nesses

pacientes (Sundd; Gladwin; Novelli, 2019; Tozatto-Maio et al., 2020a).

Consequentemente, a investigagdo completa dessas variantes genéticas pode fornecer
informacodes valiosas sobre os mecanismos moleculares que sustentam a patologia da anemia
falciforme, o que poderia posteriormente facilitar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
inovadoras e personalizadas. Com isso, foi selecionado criteriosamente as variantes de
nucleotideo Unico mais prevalentes que foram identificadas em estudos anteriores focados nas

de respostas inflamatorias e estados de doencga cronica (Larsen et al., 2010).
2.9. Variantes do HLA-G do estudo

As variantes genéticas deste estudo estao representadas na Tabela 1. A variante genética
rs1049033 [+2018 C > T] ¢ encontrada na regido do éxon 8 do gene HLA-G. A presenca do
alelo T apresentou uma fraca associagdo para o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
na populagdo japonesa (Okumura ef al., 2023a). Além disso, outro estudo observou a relagao

desse SNV com o vitiligo ndo segmentar na populagdo coreana (Jeong, 2017).

A variante 59380142 [+3187 A > (] esta situada na regido 3'UTR (Chu et al., 2023)
que € conhecida por conter elementos regulatorios que podem influenciar a estabilidade do
RNA mensageiro (mMRNA) e sua traducdo em proteina, € a variante rs9380142, pode afetar a
estabilidade do mRNA do HLA-G ou sua interagdo com fatores de regulacdo, influenciando
assim a quantidade de proteina HLA-G produzida pela célula (Gan et al., 2022). A presenca do
alelo G foi associado ao elevado risco para o desenvolvimento de malaria na populacdo africana
(Garcia et al., 2013), bem como associagao dessa variante com a doenca falciforme (Tozatto-

Maio et al., 2020b) e cancer de prostata (Zambra et al., 2016a).

A variante 51710 [+3010 G > C] que esta situada na regido 3’UTR do gene, estudos
observaram que esse o polimorfismo desencadeia o splicing alternativo com a presenca do alelo
C (Castelli ef al., 2023a). Além de mostrar associagdo na presenca do alelo G no rs/710 ao
declinio nos niveis de antigeno do Virus da hepatite B em pacientes com Hepatite B cronica
(Chu et al., 2023). Outro estudo também mostrou a associacdo dessa variante com a artrite

reumatoide e hipotiroidismo (Liu ef al., 2024).



Tabela 1: Variantes do HLA-G

SNVs: Variantes de Nucleotideo Unico; G: Guanina; C: Citosina; A: Adenina; T: Timina;

Gene SNV (rs) Posi¢ao élil;s) Associa¢ido com doengas e Ref.

Hepatite B (Okumura et al., 2023a),

rs1049033 +2018 C>T vitiligo ndo tegumentar (Jeong,

2017)

Doenga falciforme (Tozatto-Maio et

HILA-G rs9380142 +3187 A>G al., 2020b) e Cancer de prostata

(Zambra et al., 2016a)
Hipotiroidismo e Artrite Reumatoide
1710 13010 G>C (Liu et al., 2024) e para o

tratamento de Cancer colorretal
(Scarabel et al., 2020a)
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Analisar o impacto das SNVs no gene HLA-G e sua correlacdo com a expressao da

porg¢ao soluvel em pacientes com anemia falciforme e doadores de sangue saudaveis.

3.2. Objetivos Especificos

Descrever o perfil sociodemografico, clinico e hematoldgicos dos pacientes com
Anemia Falciforme

Estimar a frequéncia alélica e genotipica das variantes rs/049033, rs9380142 e rs1710
do gene HLA-G em pacientes com anemia falciforme e o grupo saudavel;

Identificar possiveis associagdes com a presenga das variantes do gene HLA-G em
pacientes com anemia falciforme em crise vaso-oclusiva e estado estacionario;
Realizar a quantificagdo de HLA-G soltivel em pacientes em estado estaciondrio e crise
vaso-oclusiva com anemia falciforme;

Associar o perfil de HLA-G soluvel com o perfil clinico com os pacientes com Anemia
Falciforme;

Analisar a possibilidade das variantes e concentracdo solivel do HLA-G como um

biomarcador de progressao clinica em pacientes com anemia falciforme.
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4. METODOLOGIA
4.1. Tipo de estudo

Este ¢ um estudo caso-controle e descritivo, com coleta de amostras de pacientes
diagnosticados com anemia falciforme, em crise vaso-oclusiva e em estado estacionario. Foram

coletados também doadores de sangue saudaveis para comparagao do perfil de HLA-G soluavel

4.2. Amostragem

A populacdo de estudo foi coletada por demanda espontinea de pacientes com
diagndstico de anemia falciforme, homozigotos para alelo S, atendidos na Funda¢ao Hospitalar
de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM. Sendo posteriormente segregados
em pacientes em estado estacionario, aqueles que se apresentaram a consulta ambulatorial de
rotina, e pacientes em crise vaso-oclusiva que se encontravam principalmente em internagdes
emergenciais. O grupo de doadores saudaveis foi recrutado por demanda espontanea no bloco

de doagdo de sangue realizado na Fundagio HEMOAM.
4.3. Aspectos Eticos

Este projeto faz parte de um projeto maior intitulado: “Avaliacdo da Resposta
Imunologica pés Esquema de Imunizacdo contra COVID-19 em Pacientes com Doenca
Falciforme” que foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Fundagdo de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM). Sendo o seguinte nimero de parecer:

5.414.049, coordenado pela Dra. Adriana Malheiro Alle Marie (Anexo 1).

4.4. Critérios de Elegibilidade

4.4.1. Critérios de inclusdo

Neste estudo foram incluidos pacientes com o diagnostico de anemia falciforme,
maiores de 12 anos de idade, que aceitarem participar do projeto através da assinatura do Termo
de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE, Anexo 2) e/ou Termo de Assentimento Livre
Esclarecido (TALE, Anexo 3), para inclusdo no grupo de pacientes em estado estaciondrio, que
precisam estar a no minimo 3 meses sem crises de dores, ou transfusdes. E aos pacientes em
crise vaso-oclusiva, que estejam dentro do periodo de trés meses, com ocorréncias de crises ou

internagoes.
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Ao grupo saudavel, foram incluidos candidatos aptos a doagao de sangue, com sorologia
negativa para HIV, HTLV, HCV, HBV, Sifilis e Doenca de Chagas, e considerados aptos a

doagdo, e, que aceitarem participar do projeto através da assinatura do TCLE.
4.4.2. Nao-inclusdo

Aos pacientes nao foram incluidos pacientes gestantes ou puérperas, heterozigotos
(doencga falciforme) ou indigenas. Enquanto, aos individuos sauddveis ndo foram incluidos

aqueles considerados inaptos na triagem clinica da fundagio HEMOAM.
4.4.3. Exclusao

Foram excluidos pacientes e individuos saudaveis que nao atendiam as especificidades

da pesquisa, bem como aqueles com prontudrios incompletos.
4.5. Coleta e armazenamento do material biologico

Os pacientes do estudo foram abordados apds o atendimento ambulatorial (estado
estacionario) ou internagdes (crise vaso-oclusiva). E aos doadores de sangue (individuos
saudaveis) foram abordados durante a doagdo de sangue na Fundagio HEMOAM. O projeto foi
explicado aos pacientes, e caso atendessem aos critérios de inclusao, ¢ houvesse consentimento,
assinaram o TCLE/TALE. E apds a assinatura consentindo participar do estudo, foi aplicado
um questiondrio para coleta de dados sociodemograficos e clinicos (Anexo 4). Em seguida foi
realizada a coleta de material biologico. Em relacdo aos doadores saudaveis, foi feito o
recrutamento no setor de doagdo de sangue, juntamente a aplicacdo do TCLE e questionario

para coleta de dados.

O sangue era coletado pelo Laboratério de Analises Clinicas da Fundagado HEMOAM,
por profissionais treinados, através de puncdo venosa ou cateter venoso central. E para os
pacientes em crise vaso-oclusiva, a coleta foi realizada na internagdo com os enfermeiros locais.
Ap0s a coleta, o material foi armazenado no laboratério multidisciplinar da funda¢do onde
foram separados o plasma e o sangue total para os seguintes procedimentos: As amostras de
plasma ap0s a centrifugacdo (2,500rpm por 10 minutos) foram armazenadas no freezer a -80°C
do laboratorio multidisciplinar; e o sangue total foi utilizado para confec¢ao dos indices
hematimétricos, através do hemograma. O sangue foi utilizado também para a extragdo de DNA
para genotipagem do gene HLA-G, enquanto o plasma foi utilizado para quantificagdo da

molécula de HLA-G soluvel. Para o grupo saudéavel, a abordagem ocorreu durante a doacao de
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sangue, em que foram coletados do sangue periférico 5 mL em um tubo com EDTA K2 para a

execucao dos mesmos procedimentos acima citados.

4.6. Contagem dos Indices Hematimétricos — Hemograma

A aquisi¢do das amostras para a contagem hematologica foi realizada pelo sistema
ADVIA 21201, operante no departamento de hematologia da Fundagago HEMOAM. Dentre os
parametros do Hemograma: Contagem de eritrocitos (RBC), Hemoglobina, Hematdcrito,
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM), Amplitude de distribui¢do dos eritrocitos (RDW) e da hemoglobina (HDW),
Plaquetas, Volume plaquetario médio (VPM), contagem de leucocitos (WBC), e os valores

absolutos (#) de neutrofilos, linfécitos, mondcitos, eosinofilos e basofilos foram avaliados.
4.7. Extracao de DNA por kit de extracio de DNA PureLink

Para este procedimento foi empregado o kit de extracdo de DNA Purelink da
Thermofisher Scientific (Anexo 5), reconhecido por sua eficacia no isolamento de DNA a partir
de uma ampla gama de amostras bioldgicas, como células, tecidos, sangue e saliva. Este kit
utiliza colunas de silica para seletivamente ligar o DNA, permitindo a remog¢do de outras
moléculas, como proteinas e lipidios. O processo envolve etapas de lise da amostra biologica
para liberar o DNA, seguida pela ligagdo do DNA as colunas de silica, enquanto contaminantes
sdo removidos por lavagem. Apds a remogdo dos contaminantes, 0 DNA purificado ¢ eluido
das colunas em um tampao adequado, resultando em uma preparacao altamente purificada e
concentrada de DNA, por fim, foi quantificado o DNA genomico utilizando o
espectrofotometro NanoDrop1000. E em seguida armazenado o DNA purificado a -20°C pronta

para ser usada.
4.8. Deteccao das variantes por PCR em Tempo Real (QPCR)

Foi realizada a técnica de qPCR para a identificagdo dos SNVs no gene HLA-G,
utilizando as sondas TagMan® determinadas na Tabela 02. As variantes foram escolhidas com
base na sua frequéncia alélica presentes no banco de dados Ensembl e com base na literatura.
A genotipagem foi realizada em microplacas de 96 pogos com 2,5uL. genotyping Master Mix
(1X), 2,25uL de 4gua ultrapura, 0,25uL. de ensaio TagMan® e 2uL. de DNA gendmico, além
disso, para cada reac¢do foi utilizado um controle negativo. Apds a preparagdo da placa, a
amplificagio ocorreu no termociclador Step One Plus™ da Thermofisher Scientific ¢ a

interpretagdo dos resultados foi realizada no software StepOne v2.3.
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Tabela 2: Informagoes das variantes genéticas incluidas neste estudo.

Gene SNV (rs) Localizagao MAF Kl.t 1 Sequéncia (VIC/FAM)
genotipagem
TCTGTATTAAAATTAGAATCTG
rs9 i‘jg’ 2| Chr.6:29831017 | 0.47 | C 2437886 10 AGT[A/G]TAAATTTACTTTTT
(AG) CAAATTATTTC
TCCCCATCATGGGTAT
HLA-G | "% | chr6:29829862 | 041 | € 26543931 10 | CGTTGCTGGIC/TICTGGTTGTCCTTG
©D CAGCTGTAGTCA
Che: ACTTCAAGAACCCTGACTCCTC
rs1710 (G/C) 20830840 0.49 | C_176159804 10 TTTIG/CITGCAG
AGACCAGCCCACCCCTGTGC

SNVs: Variantes de Nucleotideo Unico; Chr: Cromossomo; MAF: Frequéncia de Alelo Menor; T: Timina; A:
Adenina; G: Guanina; C: Citosina;

4.9. Quantificacio e analise da molécula sHLA-G por ELISA

A quantificagdo e analise da molécula de HLA-G soluvel foi feita pela técnica
imunoenzimatica de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) sanduiche no laboratorio
Multidisciplinar da Fundacio HEMOAM, utilizando kits comerciais da ThermoFisher (Human
HLA-G ELISA Kit, Invitrogen). O protocolo foi seguido com base nas orientagdes do fabricante
(Anexo 5).

4.10. Analise de dados

Apbs a coleta dos dados clinicos, laboratoriais e genéticos dos pacientes e do grupo
controle (doadores saudaveis), as informacdes foram organizadas e armazenadas inicialmente
na plataforma Microsoft Excel, com o objetivo de viabilizar a tabulagdo e estruturagao
preliminar do banco de dados. As anélises estatisticas foram conduzidas através de diferentes
ferramentas computacionais, selecionadas conforme a natureza dos dados e a complexidade das
analises requeridas, utilizando-se as plataformas GraphPad Prism (v.10), R (versdo 4.5.1 com

RStudio v.2025.05.01) e Python (versao 3.0).

O GraphPad Prism foi empregado nas analises descritivas, de normalidade e inferenciais
de menor complexidade, incluindo a aplicacdo de testes ndo paramétricos (teste de Mann—
Whitney para comparagdo entre dois grupos e Kruskal-Wallis para trés grupos), teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, além da geracdo de representacdes graficas em box-plots
estratificados por genotipos nos diferentes grupos analisados (pacientes em estado estacionario,
em crise vaso-oclusiva e controles). Para as variaveis categoricas, como sexo/género, tipo
sanguineo, local de nascimento e manifestagdes clinicas relacionadas a doenga falciforme,
foram descritas frequéncias absolutas (n) e relativas (%). No caso de varidveis continuas, como
idade e parametros hematologicos, foram utilizados a mediana e o intervalo interquartil (I1Q)

como medidas de tendéncia central e dispersao.
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As analises genéticas foram conduzidas no ambiente R, com o uso dos pacotes genetics
(Warnes, 2021) e SNPassoc. O pacote genetics foi utilizado para a manipulacao de gendtipos,
calculo das frequéncias alélicas e genotipicas e avaliagao do equilibrio de Hardy-Weinberg.
Esse pacote oferece estrutura para representacao de dados genéticos em classes especificas,
incluindo gendtipos e haplotipos em marcadores unicos ou multiplos. Para a avaliacdo de
modelos de heranga genética (codominante, dominante, recessivo e overdominante), foi

utilizado o pacote SNPassoc, com base na fungao (association).

O Python foi empregado para a manipulacdo avancada dos dados e execucdo de
correlagdes envolvendo citocinas, varidveis hematoldgicas e gendtipos, utilizando as
bibliotecas pandas, scipy e seaborn. O coeficiente de correlacdo de Spearman foi adotado para
medir a associagdo entre variaveis continuas, e os resultados foram visualizados por heatmaps

em formato triangular, com destaque para as correlagdes estatisticamente significativas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Dados sociodemograficos de pacientes e controle saudaveis

O estudo incluiu 85 pacientes com anemia falciforme (AF), dos quais 44 estavam em
estado estacionario (EE) e 41 em crise vaso-oclusiva (CVO), além de um grupo controle
composto por 80 individuos saudaveis (CT). A mediana de idade foi de 23 anos no grupo EE
(IQR: 15,5-40), 22 anos no grupo CVO (IQR: 17-36,5) e 29,5 anos entre os controles (IQR:
22-37). Observou-se predominio do sexo feminino entre os pacientes (59,1% em EE e 65,9%
em CVO), enquanto no grupo controle predominou o sexo masculino (67,5%). A maioria dos
pacientes se autodeclararam pardos (86,4% em EE e 78% em CVO), seguidos por pretos,
brancos e um caso amarelo no grupo CVO. Quanto a procedéncia, a maioria residia em Manaus
(77,3% no EE e 90,2% no CVO), com menor propor¢do proveniente do interior do Amazonas

ou de outros estados.

Em relagdo ao tipo sanguineo, os mais frequentes entre os pacientes foram O+ (43,2%
no EE ¢ 68,3% no CVO) e A+ (22,7% no EE ¢ 12,2% no CVO), com distribui¢do menor de
outros tipos. Quase todos os pacientes relataram historico de crises vaso-oclusivas (90,9% em

EE € 92,7% em CVO).

Tabela 3: Variaveis sociodemograficas e clinicas dos pacientes com anemia falciforme.

VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS PACIENTES E

CONTROLE SAUDAVEIS
Variavel EE (n=44) CVO (n=41) CT (n=80)
Sociodemografica — Pacientes e Controles

Idade, mediana [IQR] | 23[15,5-40] | 22[17-36,5] | 29,5[22-37]
Sexo, n (%)
Masculino 18 (40,9%) 14 (34,1%) 54 (67,5%)
Feminino 26 (59,1%) 27 (65,9%) 26 (32,5%)
Cor de pele (autodeclarados), n (%)
Pardo 38 (86,4%) 32 (78%) -
Branco 3 (6,8%) 3 (7,3%) -
Preto 3 (6,8%) 5 (12,2%) -
Amarelo - 1 (2,4%) -
Local de residéncia, n (%)
Manaus 34 (77,3%) 37 (90,2%) -
Interior do amazonas 9 (20,5%) 3 (7,3%) -
Outro estado 1(2,3%) 1 (2,4%) -

Clinica — Pacientes somente

Tipo sanguineo, n (%)
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O+ 19 (43,2%) 28 (68,3%) -
O- 2 (4,5%) 2 (4,9%) -
A+ 10 (22,7%) 5(12,2%) -
A- - 2 (4,9%) -
B+ 4 (9,1%) 3 (7,3%) -
AB+ 3 (6,8%) - -
Sem informacgao 6 (13,6%) 1 (2,4%) -
Crises vaso-oclusivas

Sim 40 (90,9%) 41 (100%) -

Nao 4 (9,1%) - -

Legenda: EE: Estado Estacionario; CVO: Crise vaso-oclusiva; IQR: Intervalo Interquartil.

A Anemia Falciforme (AF) ¢ uma hemoglobinopatia hereditdria caracterizada por
inflamac¢ao cronica, hemolise e episddios recorrentes de oclusdo vascular. Nossos resultados
contribuem para ampliar a compreensao dos aspectos clinico-hematologicos e imunogenéticos
da doenga (Sundd; Gladwin; Novelli, 2019). A distribuicdo etéria e a predominancia do sexo
feminino entre os pacientes com AF seguem padrdes semelhantes a estudos anteriores no
Amazonas (Cesar ef al., 2019b), e também realizados em outras regides do Brasil, como em
Minas Gerais ¢ Bahia, onde a maioria dos pacientes apresenta idade entre 18 e 30 anos e
predominio feminino em servigos de referéncia, possivelmente refletindo maior busca por

atendimento médico entre mulheres (Sant’Ana ef al., 2017).

5.2. Caracteristicas laboratoriais dos pacientes com AF

As andlises hematologicas revelaram diferencas significativas entre os grupos EE e
CVO em alguns parametros. Pacientes em CVO apresentaram niveis significativamente
menores de hemoglobina (8,0 vs. 8,3 g/dL; p = 0,0352) e hematocrito (23,8% vs. 25,3%; p =
0,0074), além de contagem mais elevada de leucécitos totais (10,8 vs. 9,5 x10%/uL; p = 0,0448)
e neutrofilos (5,5 vs. 4,7 x10%/uL; p = 0,0462). A contagem de plaquetas foi numericamente
maior no grupo CVO (393 vs. 326 x103/uL; p = 0,0503), embora no limiar da significancia
estatistica. Os demais parametros hematoldgicos ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos.

Tabela 4: Variaveis hematimétricas dos pacientes com anemia falciforme.

Variavel EE (n=44) CVO (n=41) Valor de p
Eritrograma, mediana [IQR]
RBC (x10%uL) 2,712,1-3,5] 2,4 [2,2-2,6] 0,1016
Hemoglobina (g/dL) 8,3 [7,4-9,8] 8,0 [7,0-8,6] 0,0352*
Hematdécrito (%) 25,3 [22,5-30,1] 23,8 [20,8-25,4] 0,0074%*
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HCM (pg) 31,1[26,6-35,1] 32,1[29,6-33,9] 0,7116
VCM (f/L) 94,3 [80,5-106,2] 96,1 [90,3-101,3] 0,8213
CHCM (g/dL) 33,1 [32-33,7] 33,4 [32,3-33,9] 0,4316
RDW (%) 19,7 [18,1-21,6] 20,5 [19-22,4] 0,1829
HDW (g/dL) 3,8 [3,4-4,4] 4,0 [3,3-4,4] 0,6921
Leucograma, mediana [IQR]
WBC (x10%/uL) 9,5 [6,7-11,2] 10,8 [8,5-13,5] 0,0448*
#Neutroéfilo (x10°/uL) 4,7 [2,8-6,2] 5,5 [3,6-7,7] 0,0462*
#Linfocito (x103/uL) 3,0 [2,5-3,8] 3,212,7-4,2] 0,4016
#Mondcito (x103/uL) 0,68 [0,41-0,95] 0,7 [0,53-0,94] 0,4904
#Eosinéfilo (x10%/uL) 0,22 [0,11-0,38] 0,1910,095-0,45] 0,5797
#Basofilo (x10%/uL) 0,05 [0,03-0,06] 0,04 [0,02-0,06] 0,4339
Plaquetograma, mediana [IQR]
Plaquetas (x103/uL) 326 [217-449] 393 [289-499] 0,0503
VPM (f/L) 8,3[7,9-8,5] 8,3 [7,8-8,6] 0,8591

EE: Estado Estacionario; CVO: Crise vaso-oclusiva; IQR: Intervalo Interquartil; RBC: Contagem de eritrocitos,
HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; RDW:
Amplitude de distribui¢do dos eritrocitos HDW: Amplitude de distribuicdo da hemoglobina; VPM: Volume
plaquetario médio; WBC: Contagem de leucdcitos; #: Valor absoluto. *: p<0,05. Teste utilizado: Mann-Whitney

Os parametros hematoldgicos observados corroboram o estado inflamatorio sistémico e
a anemia cronica caracteristicos da AF. A reducdo significativa da hemoglobina e do
hematocrito durante as crises vaso-oclusivas (CVO) é compativel com aumento da hemolise
intravascular e extravascular (Cesar et al., 2019b; Piel et al., 2017c; Rees; Gibson, 2012). O
aumento de leucdcitos totais e de neutrofilos nos pacientes em CVO destaca a resposta
inflamatéria aguda e a ativagdo imune exacerbada, com liberagdo de citocinas e recrutamento
celular para os sitios de oclusdo vascular (Amulic; Hayes, 2011; Garcia ef al., 2020; Humbert
et al., 1990b). Estudos prévios demonstraram que a neutrofilia durante as crises esta associada
a maior gravidade da doenca e risco de eventos trombdticos (Chen ef al., 2014; Humbert et al.,
1990b). A trombocitose observada de forma elevada também sugere um estado pro-trombotico,
corroborando a literatura que aponta a ativacdo plaquetdria como contribuinte para as

microtromboses e lesdo endotelial em pacientes com AF (Santos, 2010).

5.3. Frequéncias alélicas e genotipicas de pacientes e controles
A descrigdo das analises das variantes rs/049033, rs9380142 e rs1710 do gene HLA-G
estd representada nas tabelas 5 e 6. Para o polimorfismo rs/049033 (C/T), houve maior
frequéncia do genotipo heterozigoto C/T entre os casos (62%) do que nos controles (39%). O
genotipo C/C foi mais frequente nos controles (60%) do que nos casos (38%). Para 0 759380142

(A/G), o genotipo A/G foi predominante em ambos os grupos (80% nos controles e 83% nos
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casos), enquanto o gendtipo G/G apareceu apenas em um paciente com AF. Quanto ao rs/710

(C/G), o gendtipo G/C foi o mais frequente, presente em 75% dos controles e 78% dos casos.

Tabela 5: Frequéncia alélica e genotipica das variantes genéticas do HLA-G

Frequéncias alélicas e genotipicas das variantes genéticas do
HLA-G em pacientes e controles

rs1049033 (C/T)
Controle (n=80) Caso (n=84)
Alelos Contagem Proporc¢ao Contagem Proporc¢ao
C 127 0,79 108 0,69
T 33 0,21 48 0,31
Gendtipos Contagem Proporcao Contagem Proporcao
C/C 48 0,6 30 0,38
C/T 31 0,39 48 0,62
T/T 1 0,01 0 0
N/A 0 - 6 -
rs9380142 (A/G)
Alelos Contagem Proporc¢ao Contagem Proporc¢ao
A 96 0,6 93 0,57
G 64 0,4 69 0,43
Genotipos Contagem Proporc¢ao Contagem Proporc¢ao
A/A 16 0,2 13 0,16
A/G 64 0,8 67 0,83
G/G 0 0 1 0,01
N/A 0 - -
rs1710 (G/C)
Alelos Contagem Proporcao Contagem Proporc¢ao

G 92 0,57 95 0,57
C 68 0,42 71 0,43

Genotipos Contagem Proporcao Contagem Proporcao
C/C 4 0,05 3 0,04
G/C 60 0,75 65 0,78
G/G 16 0,2 15 0,18
N/A 0 - 1 -

N/A: Nao amplificado; G: Guanina; C: Citosina; A: Adenina; T: Timina

Na tabela 6 esta descrito as frequéncias alélicas e genotipicas das variantes rs/049033
(C/T), rs9380142 (A/G) e rs1710 (G/C) do gene HLA-G foram analisadas em pacientes com
anemia falciforme classificados nos estados clinicos de estado estacionario (EE, n=43) e crise

vaso-oclusiva (CVO, n=41). Para o polimorfismo rs/049033, observou-se predominancia do
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alelo C em ambos os grupos (67,1% em EE e 67% em CVO), com auséncia do gendtipo T/T
nos dois estados clinicos. O gendtipo heterozigoto C/T foi o mais frequente, representando 51%
dos pacientes em EE e 53,7% em CVO. Em relagdo ao rs9380142, o alelo G foi mais prevalente
(65% em EE e 59,8% em CVO), com destaque para o gendtipo heterozigoto A/G, que foi o
mais comum em ambos os grupos (60,5% em EE e 53,7% em CVO). Para o rs/710, observou-
se uma distribuicdo semelhante entre os alelos G e C, com discreto predominio do alelo G em
EE (52,4%) e do alelo C em CVO (54,2%). O genotipo heterozigoto G/C foi novamente o mais
frequente, representando 52,4% dos individuos em EE e 56,1% em CVO. Esses achados
indicam perfis genotipicos similares entre os estados clinicos avaliados, com predominancia de

heterozigose para as trés variantes analisadas.

Tabela 6: Frequéncias alélicas e genotipicas dos pacientes em EE ¢ CVO

Frequéncias alélicas e genotipicas das variantes genéticas do
HLA-G em pacientes em EE e CVO

rs1049033 (C/T)
EE (n=43) CVO (n=41)
Alelos Contagem Proporc¢ao Contagem Proporc¢ao
C 61 0,71 47 0,67
T 25 0,29 23 0,33
Genotipos Contagem Proporcao Contagem Proporcao
C/C 18 0,42 12 0,34
C/T 25 0,58 23 0,66
N/A - - 6 -
rs9380142 (A/G)
Alelos Contagem Proporcao Contagem Proporc¢ao
A 48 0,56 45 0,59
G 38 0,44 31 0,41
Genotipos Contagem Proporc¢ao Contagem Proporc¢ao
A/A 5 0,12 8 0,21
A/G 38 0,88 29 0,76
G/G - - 1 0,03
N/A - - 3 -
rs1710 (G/C)
Alelos Contagem Proporc¢ao Contagem Proporc¢ao

G 49 0,57 46 0,57
C 37 0,43 34 0,42

Genotipos Contagem Proporc¢ao Contagem Proporc¢ao
C/C 1 0,02 2 0,05
G/C 35 0,81 30 0,75
G/G 7 0,16 8 0,2
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N/A | - \ - \ 1 | -

5.4. Associaciio das variantes genéticas entre os grupos caso e controle

Na tabela 7, onde apresentamos a analise dos modelos de heranga genética as variantes
genéticas, temos a variante rs/049033 (C/T) do gene HLA-G demonstrou associa¢dao
significativa entre os genotipos e os grupos clinicos caso-controle. No modelo codominante,
individuos com o genoétipo heterozigoto C/T apresentaram razao de chances (OR) de 2,43 (IC
95%: 1,16-5,07; p = 0,042) para estarem no grupo caso em comparagao aos homozigotos C/C.
Resultado semelhante foi observado no modelo dominante, com OR de 2,38 (IC 95%: 1,14—
4,97; p =0,02), indicando maior risco para individuos portadores de pelo menos um alelo T. O
modelo overdominante também revelou associagdo estatisticamente significativa, com OR de
2,47 (IC 95%: 1,18-5,15; p = 0,015), sugerindo que a heterozigose confere maior
susceptibilidade clinica em relagdo aos homozigotos. Na comparagdo entre os subgrupos
clinicos estado estacionario (EE) e crise vaso-oclusiva (CVO), ndo foram observadas diferencas
significativas na distribui¢cdo genotipica entre os grupos, com OR de 1,37 (IC 95%: 0,50-3,72;
p = 0,54) para o genoétipo C/T, indicando auséncia de associa¢ao robusta entre essa variante € o

estado clinico no momento da coleta.

Tabela 7: Modelo de heranga genética da variante rs1049033

rs1049033 associado aos grupos caso e controle ajustado por Idade, Grupos de idade e Género

Modelo Gendtipo | Controle Caso OR (95% IC) | Valor dep AIC
C/C 48 (60%) 30 (38,5%) 1,00
Codominante C/T 31 (38,8%) | 48(61,5%) | 2,43 (1,16-5,07) 0,042 191,3
T/T 1 (1,2%) - -
. C/C 48 (60%) 30 (38,5%) 1,00
Dominante  ["C/T /T | 32 (40%) | 48 (61,5%) | 238 (1L,14497) | 0 0.2
. C/C-C/T | 79 (98,8%) | 78 (100%) 1,00
Recessivo /T 1 (1.2%) : : 0,41 195
. C/C-T/T | 49 (61,2%) | 30 (38,5%) 1,00
Overdominante ™=~ m ™31 38 805) | 48 (61,5%) | 247 (1.185,15) | 012 189,7
Modelo Gendtipo EE CvVO OR (95% IC) | Valor de p AIC
C/C 18 (41,9%) | 12 (34,3%) 1,00 0.54 1114
] c/T 25 (58,1%) | 23 (65,7%) | 1,37 (0,50-3,72) ’ il

No presente estudo, a variante rs/049033 (C>T) mostrou associacdo significativa no

modelo overdominante, em que o genotipo C/T elevou a chance de risco ao grupo de casos em

~2,5 vezes (OR=2,47; IC95%: 1,18-5,15), com melhor ajuste em relacao aos demais modelos,



40

quando comparado ao conjunto de homozigotos (C/C + T/T). Em termos bioldgicos, essa
variante pode modular estabilidade do mRNA e sitios de ligacdo de miRNAs, alterando a
expressao de HLA-G e, por consequéncia, o microambiente imunorregulador (Nadda et al.,
2024).

A quantidade de estudos na literatura sobre a variante rs/049033 é escassa e pouco
estudada, somente um estudo ja mencionado anteriormente mostrou uma associagao fraca da
presenca do alelo T, porém significativa, com o desenvolvimento de hepatocarcinoma celular
(Okumura et al., 2023b). Assim, nossos achados sugerem que o genotipo C/T em rs1049033
pode configurar marcador genético de risco, possivelmente por mecanismos de regulagdo pos-

transcricional da expressao de HLA-G.

J& na tabela 8, a variante rs9380142 (A/G) na comparagdo entre casos e controles, ndo
foram observadas associagdes estatisticamente significativas em nenhum dos modelos testados.
No modelo codominante, individuos com o gendtipo A/G apresentaram uma razao de chances
(OR) de 1,50 (IC 95%: 0,60-3,74; p = 0,20), em relacdo aos homozigotos A/A, enquanto o
modelo dominante indicou um OR de 1,54 (IC 95%: 0,62-3,82; p = 0,35) para individuos
portadores do alelo G. O modelo recessivo ndo pode ser interpretado devido a baixa frequéncia
do gendtipo G/G nos grupos, e o modelo overdominante também niao demonstrou associagao
significativa (OR = 1,31; IC 95%: 0,54-3,21; p = 0,55). Na comparagdo entre os subgrupos
clinicos, a distribui¢do genotipica também nao apresentou diferencas significativas. No modelo
codominante, o genotipo A/G foi mais frequente em ambos os grupos (88,4% em EE e 76,3%

em CVO), porém sem associagdo estatistica com o estado clinico (p = 0,29).

O gene HLA-G codifica uma molécula imunorreguladora essencial na tolerancia
imunologica, cuja expressao pode ser modulada por variantes genéticas em regides regulatorias,
como o 3'UTR. As variantes analisadas neste estudo (751049033, rs9380142 e rs1710) t€ém sido
associados a estabilidade do RNA mensageiro, regulacdo pds-transcricional e niveis de HLA-
G soluavel (Niickel ef al., 2012). A variante rs/049033 mostrou maior frequéncia do gendtipo
heterozigoto (C/T) entre os pacientes. Sugerindo que o alelo variante T pode estar associado ao
maior risco aos individuos portadores deste alelo (Freitas de Oliveira; Augusto Pianezzer; Maria
Silva Afonso, 2021). Estudos como o de Donadi et al. (2011) relatam que essas variantes estdo
associadas a doengas inflamatdrias e infecciosas, sendo plausivel sua contribuicdo na
modulagdo imunoldgica em individuos com AF (Castelli ef al., 2011, 2023b; Donadi et al.,

2011).
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rs9380142 associado aos grupos caso e controle ajustado por Idade, Grupos de idade e Género

Modelo Gendtipo | Controle Caso OR (95% IC) | Valor dep AIC
A/A 16 (20%) 13 (16,1%) 1,00
Codominante A/G 64 (80%) 67 (82,7%) | 1,50 (0,60-3,74) 0,2 196,7
G/G - 1 (1,2%) -
. A/A 16 (20%) 13 (16,1%) 1,00
Dominante =0 /5T 64 (80%) | 68 (84%) | 1,54 (0.62-3.82) 0,35 197.1
. A/A-A/G | 80 (100%) | 80 (98,8%) 1,00
Recessivo 0,11 195.,4
G/G - 1 (1,2% - ’ ’
Overdominante AJA-GIG | 16 (20%) 14 E17’3gz)) 1,00 0,55 197,6
v A/G 64 (80%) 67 (82,7%) | 1,31(0,54-3,21) ’ ’
Modelo Genotipo EE CvVO OR (95% IC) | Valor de p AIC
A/A 5(11,6%) 8 (21,1%) 1,00
Codominante A/G 38 (88,4%) | 29(76,3%) | 0,42 (0,11-1,71) 0,29 119,1
G/G - 1 (2,6%) -
. A/A 5(11,6%) 8 (21,1%) 1,00
Dominante 0 2"5/67738 (88,4%) | 30 (19%) | 0,45 (0.11-1,81) 0,25 18,3
. A/A-A/G | 43 (100%) | 37(97,4%) 1,00
Recessivo 0,33 118,6
G/G - 1 (2,6% - ’ ’
Overdominante AJA-GIG | 5 (11,6%) 2 ((23’7(;3) 1,00 0,17 117,7
A/G 38 (88,4%) | 29(76,3%) | 0,39 (0,10-1,55) ’ ’

Em relagdo a variante rs/710 (Tabela 9), no modelo codominante, individuos com o
genotipo G/C apresentaram um odds ratio (OR) de 1,62 (IC 95%: 0,62—4,21; p=0,28), enquanto
os com o gendtipo C/C exibiram OR de 0,41 (IC 95%: 0,05-3,38; p=0,4), ambos sem

significancia estatistica. De modo semelhante, nos modelos dominante e recessivo, os valores

de p permaneceram acima de 0,05. Na andlise especifica dos subgrupos clinicos: estado

estacionario (EE) e crise vaso-oclusiva (CVO) também ndo foram detectadas associagdes

relevantes com os genotipos, ainda que o modelo recessivo tenha apresentado um OR elevado

de 4,81 (IC 95%: 0,26-89,65; p=0,26), sugerindo uma possivel tendéncia que requer maior

amostragem para confirmacao. Esses achados indicam que, na amostra estudada, o rs1710 nao

demonstrou associagdo significativa com a presenca da doenga ou seus estados clinicos.

Tabela 9: Modelo de heranga genética da variante rs1710

rs1710 associado aos grupos caso e controle ajustado por Idade, Grupos de idade e Género

Modelo Genotipo | Controle Caso OR (95% 1C) Valordep | AIC
G/G 16 (20%) 15 (65%) 1,00
Codominante G/C 60 (75%) 65 (78,3%) 1,62 (0,62-4,21) 0,28 199,2
C/C 4 (5%) 3 (3,6%) 0,41 (0,05-3,38)
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Dominante G/g{g/c ég gg;/g ég g?é(oﬁ; 1,49 ((1):22-3,80) 0.4 1991
- 0 0
S AR IC M o —T — T
Modelo Genotipo EE CvVO OR (95% 1C) Valordep | AIC
0 0,
Codominante g;g 375 ((1861’,3433) 380((270533) 0,85 (5332-2,74) 0,51 124
CIC_ | 1(23%) 2(5%) | 4,20(0,20-90.55)
Dominante G/Cc}icc}/c 376((1863’?7033) 382((280(;33) 0.90 (é:gg-2,90) 086 | 153
- 0 0
Recessivo G/(C}/g/c 3 873%)) > g%) 4,81 (01,’206(289,65) 026 | 12!
Overdominante |-~/ 385((1881’,640?2) 30 8222 0,70 (é,’g:?-z,lz) 0-2 | 1229

5.5. Concentracio de HLA-G soluvel nos pacientes e nos controles

A Tabela 10 e o grafico de boxplot apresentam os niveis plasmaticos de HLA-G soluvel

(sHLA-G, em ng/mL) em trés grupos: CT, EE e CVO. Foi avaliado entre os grupos ¢ com base

nas andlises, houve uma diferenga significativa com a apresentacao de um aumento elevado no

grupo de crise vaso-oclusiva (CVO) em comparagdo com o grupo controle (CT) (p<0,001). E

em uma comparacao global (p=0,0004). O grafico boxplot mostra um aumento progressivo nos

niveis de sHLA-G entre os grupos, com destaque para a elevagdo significativa em CVO

comparado aos controles (CT), conforme evidenciado pela marcagao de p < 0,001.

Tabela 10: Concentracdo de HLA-G soluvel com os perfis clinicos.

Concentracio de HLA-G soluavel (ng/mL)

CT (n=29) EE (n=14) CVO (n=12) Valor de p
a: 0,0659
8,3 18,50 28,90 b: 0,0005%**
[4,6 —17,5] [12,10 —21,45] | [14,93 —32,73] | c:0,4747
d: 0,0004***

a: CT e EE; b: CT e CVO; c: EE e CVO; d: CT, EE e CVO; IQR: Intervalo Interquartil; EE: Estado Estacionario;
CVO: Crise Vaso-oclusivo; ng/mL: nanograma por mililitros; ***: p<0,001. O teste de Kruskal Wallis foi utilizado
para multiplos grupos e as multiplas comparag¢des de Dunn para os grupos.
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Figura 6: Concentrag@o plasmatica em nanograma por mililitro (ng/mL), representado em grafico de barras de
HLA-G soluvel no grupo de doadores saudaveis (azul) e nos pacientes em estado estacionario (verde) e em crise
vaso-oclusiva (vermelha).
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Leg.: Boxplots representam a mediana, quartis ¢ valores extremos. Os simbolos geométricos (A tridngulo, e
circulo, m quadrado) representam valores individuais de pacientes.

Um dos achados mais relevantes do presente trabalho foi a elevacdo significativa dos
niveis de HLA-G soluvel nos pacientes com AF. Essa elevacdo foi mais acentuada durante as
crises, embora a comparagao entre EE e CVO nao tenha alcancado significancia estatistica (p
= 0,0577), sugerindo uma tendéncia a elevagdo progressiva de sHLA-G em resposta a
inflamagdo. O n amostral dos pacientes analisados para essas comparagdes foi de 26 pacientes,

sendo 14 pacientes em estado estaciondrio e 12 em crise vaso-oclusiva, e de 29 controles

saudaveis (Le Gal et al., 1999; Naji et al., 2014b).

O HLA-G soluvel exerce fungdo imunossupressora, modulando a atividade de células
NK, T citotoxicas e a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias (Carosella et al., 2015; Carosella;
Dausset; Rouas-Freiss, 1999b; Gonzalez et al., 2012b; Lila et al., 2001b). Sua elevagao em
estados inflamatorios cronicos, como na AF, pode representar uma tentativa de controle da
inflamacdo e protecdo tecidual. Estudos em outras condi¢gdes inflamatdrias cronicas, como
lupus eritematoso sistémico e hepatite viral, também demonstraram elevagdes de sHLA-G
correlacionadas com a gravidade da doenga (Carosella et al., 2015). No contexto da AF, os

niveis aumentados de sHLA-G podem refletir a ativagdo de vias regulatorias em resposta a
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inflamacao persistente e a lesdo tecidual decorrente da oclusao vascular (Kato ez al., 2018c; Le

Gal et al., 1999; Le Rond et al., 2004; Martelli-Palomino ef al., 2013).

Na anemia falciforme, episddios de CVO sao marcados por inflamagao intensa, estresse
oxidativo, ativagdo endotelial e aumento de citocinas pro-inflamatdrias (Musa et al., 2010b;
Sant’Ana et al., 2017). O aumento significativo de sSHLA-G observado em pacientes em CVO
pode refletir uma tentativa do organismo de contrabalancar o estado inflamatodrio ativado,
promovendo a tolerancia imunolédgica e protegendo os tecidos contra danos mediados por
células efetoras. Pode-se conciliar com estudos anteriores que q quantidade elevada de sHLA-
G ¢ caracteristica das doencas inflamatdrias cronicas como lipus eritematoso sist€mico,
esclerose multipla e artrite reumatoide (Moore et al., 1998; Pistoia et al., 2007; Zambra et al.,

2016b).

A presenca elevada de HLA-G ¢ observada em diversos tipos de canceres como o
carcinoma hepatocelular (Okumura et al., 2023b), préstata, hiperplasia prostatica benigna
(Zambra et al., 2016b), glioma, melanoma cutineo, tumores hematopoiéticos e trofoblasticos,
entre outros tipos (Cao et al., 2011; Lin; Yan, 2018b; Zheng; Jia; Yang, 2022). Niveis
aumentados sHLA-G foram relatados em pacientes com melanoma, neuroblastoma, doencas
linfoproliferativas, carcinoma de mama, ovario e colorretal, quando comparados a controles
saudaveis ou individuos com neoplasias benignas (Pistoia et al., 2007; Scarabel et al., 2020b;

Zambra et al., 2016b; Zheng; Jia; Yang, 2022).

Estudos prévios também sugerem que polimorfismos no gene HLA-G podem
influenciar a expressao de sua forma soluvel, o que reforca a importancia de avaliar os niveis
plasmaticos em associacdo com o genotipo. Em contextos como a gravidez e infecgdes virais,
certos alelos e hapldtipos tém sido associados a maior estabilidade do mRNA e niveis mais
altos de sHLA-G circulante (Castelli et al., 2011; Dias et al., 2015b; Larsen et al., 2010; Pyo et
al., 2006). Assim, embora este estudo ndo tenha identificado associagdo significativa entre
variantes genéticas do HLA-G e os estados clinicos da AF, foi observado somente entre os
pacientes e o grupo controle, a diferenca fenotipica nos niveis de sHLA-G sugere regulacdo

pos-transcricional ou ambiental associada ao estado inflamatdrio.

Além disso, os niveis de sHLA-G elevados podem servir como um potencial
biomarcador de gravidade ou fase ativa da doenca, sendo tuteis na estratificagdo de risco e

monitoramento clinico de pacientes com AF. No entanto, ¢ necessario cautela na interpretagao



45

desses achados, dada a amostra relativamente reduzida e a variabilidade intraindividual da

expressao de HLA-G.

5.6. Distribuicdo das concentracoes de SsHLA-G por gendtipo
A Figura 7 apresenta a concentracdo plasmatica de HLA-G solavel (sHLA-G, em
ng/mL) estratificada por gendtipos das variantes rs 1049033, rs9380142 e rs1710 do gene HLA-
G, nos grupos clinicos de pacientes com anemia falciforme em estado estaciondrio (EE) e em
crise vaso-oclusiva (CVO). Para as trés variantes genéticas analisadas neste estudo nao foram

observadas comparagdes estatisticamente significativas (p<0,05).

Figura 7: Distribuigdo das concentragdes de sSHLA-G entre os gendtipos e alelos das variantes genéticas do estudo.
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A: Adenina; G: Guanina; C: Citosina; T: Timina; ng/mL: Nanograma por mililitro.

Chyad et al., em um estudo associado a doencas inflamatdrias, foi demonstrado que a
presenca do alelo C da variante rs1710 e o alelo A da variante rs9380142 foram associadas ao
Lupus, tanto a nivel de alelo quanto a gendtipo (Chyad et al., 2023). Estudos anteriores ja
demonstraram que polimorfismos nesta regiao podem influenciar a estabilidade do mRNA e,

consequentemente, a expressao da proteina HLA-G (Castelli et al., 2010).

5.7. Correlacgao entre as variaveis hematoldgicas e o SHLA-G
Apbs esse processo de comparacdo, utilizamos o teste de correlagdo de Spearman para
avaliar a concentracdo de HLA-G soluvel com as variaveis hematolégicas e a idade dos
pacientes em estado estacionario (Figura 8) e crise vaso-oclusiva (Figura 9). As correlagdes
abaixo apresentadas, apesar de serem consideradas fracas, podem estar relacionadas, além
disso, o n amostral reduzido juntamente a outras limitacdes do estudo, por isso, € necessario

realizar a leitura abaixo com cautela, sem retirar conclusdes precipitadas.
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Na Figura 8, que faz a correlacdo de sSHLA-G com parametros clinicos e hematologicos
dos pacientes em estado estacionario (EE), o RBC com o sHLA-G soluvel (» = -0,38), o que
pode indicar que niveis mais elevados de HLA-G estdo associados a menor contagem de
globulos vermelhos, e sugerir maior grau de hemolise ou supressao eritropoética em estados
inflamatérios cronicos. Em relagdo as plaquetas que apresentaram uma correlagdo positiva (r =
0,42), pode indicar uma alta na atividade plaquetéria e o aumento de sHLA-G, e os processos

que acontecem na inflamagao decorrente da doenga.

Figura 8: Correlacdo das variaveis hematologicas e HLA-G soluvel no perfil estacionario (EE) de pacientes com
anemia falciforme. Negrito: Estatisticamente significativos: p<0,05. Verde: Correlagdo positiva; Branco:
Correlagdo neutra; Vermelho: Correlagdo negativa.
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VPM 0,333 0,046 -0,103 -0,251 0,085 0,021 0,518 0,557 0,516 -0,460 -0,021 0,259

NEUT -0,055 0,066 0,684 0,277 0,166 0,143 -0,220 -0,266 -0,095 0,086 -0,196 -0,356 -0,392

LINF 0,288 -0,296 0,719 -0,535 -0,086 -0,238 0,535 0,547 0,305 -0,305 0,295 0,493 0,337 0,077

MON 0,275 -0,433 0,803 -0,537 -0,372 -0,486 0,275 0,293 0,117 0,088 0,490 0,469 -0,063 0,370 0,794

EOS -0,179  -0,506 0,143 -0,018 -0,359 -0,270 -0,296 -0,196 -0,242 0,457 0,466 -0,122 0,011 0,077 0,064 0,305
BASO -0,083 -0,140 0,589 0,087 0,069 0,110 -0,165 -0,129 -0,328 0,033 -0,049 -0,048 -0,217 0,366 0,442 0,479 0,027

O RDW (Red Cell Distribution Width) ¢ uma medida da variacdo no tamanho dos
globulos vermelhos (anisocitose). Na anemia falciforme, valores elevados de RDW sdo comuns
e refletem um estresse hematopoiético aumentado, com presenca de células imaturas ou
fragmentadas (Thame ef al., 1991). A correlagdo negativa entre sHLA-G e RDW (r = -0,508)
pode indicar que niveis mais altos de HLA-G soltvel estdo associados a um grau menor de
anisocitose, o que ser um possivel papel imunomodulador protetor associado a um
microambiente mais regulado, com menor inflamagao e, consequentemente, menor estresse

eritropoético e destruigdo eritrocitaria (Chies; Nardi, 2001b; Gladwin; Ofori-Acquah, 2014b).

Na Figura 9, que faz associagdo entre sHLA-G e varidveis clinicas e hematologicas em
pacientes em crise vaso-oclusiva (CVO). Nos parametros hematologicos, como o RBC (r=-
0,44) e Linfécitos (r=-0,45) apresentam as correlagdes negativas mais fortes com sHLA-G,
esses achados sugerem que menores contagens de globulos vermelhos e linfocitos estdo
associadas a niveis mais altos de HLA-G, o que pode refletir um estado inflamatério ou

imunomodulador mais intenso em pacientes com maior gravidade clinica durante a crise. WBC
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(r = -0,27), indica que altas concentragdes de leucocitos estdo associadas a menores niveis de
HLA-G, o que pode apontar para um papel imunossupressor do HLA-G frente a resposta

inflamatoéria aguda.

Figura 9: Correlag@o das varidveis hematologicas e HLA-G solivel no perfil de crise vaso-oclusiva (CVO) de
pacientes com anemia falciforme. Negrito: Estatisticamente significativos: p<0,05. Verde: Correlagdo positiva;
Branco: Correlacdo neutra; Vermelho: Correlagdo negativa.

sHLA-G Idade WBC RBC HGB HCT HCM VCM CHCM RDW HDW PLT VPM NEUT LINF MON EOS BASO

sHLA-G

Idade 0,196

WBC -0,270 -0,410

RBC -0,442  -0,658 0,102

HGB -0,161 0,174 0,343 -0,275

HCT -0,161 0,137 0,462 -0,051| 0,879

HCM 0,060 -0,053 0,427 -0,301 0,816 0,592

VCM 0,063 0,658 -0,182 0,722 0,420 0,179 0,406

CHCM 0,368 0,004 -0,245 -0,441 0,235 -0,042 0,336 0,084

RDW -0,098 0,056 0,531 -0,245| 0,862 0,830 0,748 0,217 0,070

HDW -0,372 -0,456 0,760 0,156 0,468 0,489 0,343 -0,315 -0,046 0,581

PLT 0,021 -0,119 -0,455 0,144 [ -0,767 -0,722 -0,783 -0,140 -0,217 | -0,713 -0,382

VPM -0,039 0,121 0,228 -0,311 0,527 0,271 0,649 0,544 0,018 0,323 0,283 -0,393

NEUT -0,158 -0,084| 0,727 -0,168 0,778 0,809 0,664 0,112 0,028 0,909 0,658 -0,622 0,207

LINF -0,455 -0,175 0,406 0,081 0,522 0,427 0,336 -0,084 0,259 0,266 0,683 -0,448 0,453 0,343

MON -0,126 0,053 0,399 0,032 0,441 0,571 0,189 -0,294 0,000 0,552 0,634 -0,636 -0,004 0,455 0,441

EOS -0,442 -0,288 0,466 0,193 -0,147 -0,082 -0,151 -0,039 -0,662 0,018 0,475 0,305 0,318 0,067 0,116 -0,007
BASO -0,020 -0,272 -0,215 0,294 | -0,803 -0,731 -0,741 -0,304 -0,444 -0,684 -0,122 | 0,834 -0,215 -0,633 -0,340 -0,340 0,574

6. LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar da relevancia dos achados apresentados, este estudo possui algumas limitagdes
que devem ser consideradas na interpretagdo dos resultados. A principal limitagdo estd
relacionada ao tamanho amostral relativamente reduzido, especialmente em subgrupos clinicos
(estado estacionario vs. crise vaso-oclusiva) e nas analises genéticas por gendtipo. Essa
limitagdo compromete o poder estatistico para detectar associagdes mais sutis, principalmente
nos modelos genéticos codominante e recessivo, nos quais a baixa frequéncia de homozigotos

pode ter influenciado a auséncia de significancia estatistica.

Devido a atrasos na chegada de outros dois kits de ELISA que estao programados para
o més de agosto, ndo foram possiveis realizar o restante das quantificagdes dos pacientes e
controles, por isso, foram realizadas as quantificacdes de 26 pacientes e 29 controles para as
devidas andlises e compor o nosso estudo. Embora os resultados contribuam para o avanco do
conhecimento sobre a imunogenética e os biomarcadores da AF, as limitagdes descritas
destacam a necessidade de estudos futuros com amostras maiores, maior diversidade
populacional, e metodologias integrativas que considerem multiplos niveis de anélise molecular

e clinica.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os achados deste estudo corroboram a literatura ao demonstrar alteragdes hematologicas
compativeis com os diferentes estados clinicos da AF, além de apontar o potencial papel da
variante rs/049033 gene HLA-G na modulagdo imunolégica da doenga. A elevacdo
significativa de sHLA-G nos pacientes sugere que essa molécula pode integrar um mecanismo

compensatorio a inflamagao, reforgando sua relevancia como possivel marcador imunologico.

Ainda que os modelos genéticos testados tenham revelado associagdes estatisticamente
significativas com o SNV rs/049033 analisado, as diferencas nas frequéncias alélicas
justificam a continuidade de investigacdes com amostras maiores € a integragdo com dados de
expressdo génica ou funcional. Portanto, este estudo refor¢a a importancia de se considerar
fatores genéticos e imunoldgicos na compreensdo da variabilidade clinica da Anemia
Falciforme e sugere caminhos promissores para identificacdo de novos biomarcadores com

valor diagndstico ou progndstico.
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ANEXOS
Anexo 1: Parecer Do Comité De Etica

FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E W"' mo
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA POS ESQUEMA DE IMUNIZAGCAQ
CONTRA COVID-19 EM PACIENTES COM DOENCA FALCIFORME

Pesquisador: Evilazio Cunha Cardoso

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 56756022.5.0000.0009

Instituicdo Proponente: Fundacio de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 5.414.049

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 05/05/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1891291.pdf 11:03:58
Projeto Detalhado / |Projeto_Detalhado. pdf 05/05/2022 |Evilazio Cunha Aceito
Brochura 11:03:04 |Cardoso
Investigador
Outros Questionario.doc 05/05/2022 |Evilazio Cunha Aceito
11:01:46 _|Cardoso

Declaragio de CARTA_ANUENCIA_pesquisadores_set| 05/05/2022 |Evilazio Cunha Aceito

Pesguisadores ores.pdf 10:568:30 |Cardoso

Brochura Pesquisa |Projeto_Doutorado.pdf 05/05/2022 |Evilazio Cunha Aceito
10:54:18 | Cardoso

TCLE / Termos de  |tale.pdf 05/05/2022 |Evilazio Cunha Aceito

Assentimento / 10:53:41 |Cardoso

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de  |tcle.pdf 05/05f2022 |Evilazio Cunha Aceito

Assentimento / 10:53:12 |Cardoso

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_Rosto_assinada.pdf 03/03/2022 |Evilazio Cunha Aceito
18:06:23 |Cardoso

Declaragio de Carta_Anuencia_Setores. pdf 03/03/2022 |Evilazio Cunha Aceito

concordancia 17:25:06 | Cardoso

Orgamento Orcamento_Projeto.docx 03/03/2022 |Evilazio Cunha Aceito
17:22:.07 | Cardoso

Declaracao de Termo_|nstitucional_HEMOAM.pdf 03/03/2022 |Evilazio Cunha Aceito

Instituigdo e 17:20:26 |Cardoso

Infraestrutura

Cronograma Cronograma_Projeto_V_3.docx 03/03/2022 |Evilazio Cunha Aceito
17:19:45 |Cardoso

Situacgao do Parecer:
Aprovado
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do projeto: Avaliacdo da resposta imunolégica apds esquema de imunizagdo contra
COVID -19 em pacientes com doenga falciforme.

Coordenacao da Pesquisa: Profa. Dra. Adriana Malheiro Alle Marie; Prof. Dr. Erich
Vinicius de Paula; Evilazio Cunha Cardoso.
NUMERO DO CAAE: 56756022.5.0000.0009.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar como voluntério (a) dessa pesquisa sobre a
doenca falciforme. Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido,
tem por objetivo garantir seu direito como participante, ¢ elaborado em duas vias, uma que
devera ficar com vocé e outra com o pesquisador. Por favor, leia com atencgdo e calma,
aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver perguntas antes ou mesmo depois de
assind-lo, vocé podera esclarecé-las com os pesquisadores. Se preferir, pode levar para casa e
consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Se vocé nao quiser
participar ou se quiser retirar sua autorizagdo a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo de
penalizagdo ou prejuizo.

1. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA:

Doenga Falciforme (DF) ¢ a hemoglobinopatia mais comum no mundo, decorrente de
uma mutagdo no gene que codifica a cadeia beta da hemoglobina (Hb), e d4 origem a uma
variante estrutural da Hb conhecida como hemoglobina S (HbS). Do ponto de vista
fisiopatologico, a DF ¢ uma doencga inflamatoéria, caracterizada pela ativacdo da imunidade
inata, por consequéncia de dois elementos fisioldgicos principais: vasoclusdes repetidas e a
hemolise cronica, na qual ativam e alimentam esse processo inflamatorio

No Brasil estima-se a prevaléncia de 25 a 30 mil pessoas com AF, com nascimento
de 1.000 a 1.200 novos casos por ano. Entre os estados, 0 Amazonas possui uma estimativa de
prevaléncia de 300 a 320 de individuos com pelo menos um gene mutado em tratamento no
hospital de referéncia para doengas hematologicas.

Grande parte dos pacientes com DF e com resultado positivo para COVID-19 podem
desencadear graves complicagdes pulmonares, crise vaso-oclusiva e sindrome toracica aguda,
mesmo na auséncia de sintomas gripais. Estes sintomas sdo apresentacdes clinicas recorrentes
nestes pacientes, advinda da propria DF, porém ainda nao se sabe a interferéncia da COVID-
19 no risco de agravamento e piora clinica nos pacientes falciformes em atendimento na
Fundagdo HEMOAM.

As publicacdes mais recentes referem infecgao e disfungdo do endotélio vascular
como eventos maiores que ocorrem principalmente no trato pulmonar, mas também podem
estar presentes em outros 6rgaos. Esse dano ao endotélio também aparece em pacientes com
DF, assim como uma tempestade de citocinas. Assim, h4 necessidade de classificar os
pacientes com DF como uma populacao vulneravel as complicagdes do COVID-19, e
compreender a eficacia do esquema de imunizagdo contra COVID-19.

Nesse sentido, essa pesquisa visa investigar e a avaliar a resposta imune ativa
desencadeada pelo imunizante contra COVID-19 em pacientes com anemia falciforme, visto
que ainda ha poucos estudos a respeito do assunto. A identificacdo dos mecanismos
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imunologicos, assim como maior compreensdo da tematica pode permitir o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas e futuras pesquisas biotecnoldgicas nessa populagao.

2. PROCEDIMENTOS:

O paciente sera recrutado ao longo de cada consulta ambulatorial de rotina realizado
da Fundacaio HEMOAM. Nesse momento, ¢ antes da consulta médica, sera convidado a
participar da pesquisa. Caso aceite participar, sera acompanhado por 6 meses, com intervalo
de 3 meses. As crises serdo tratadas como visitas extras, e tratadas de forma diferencial.

Para este projeto de pesquisa, serao coletadas amostras nas consultas ambulatorial e/ou
no momento das crises vaso-oclusivas, no atendimento de urgéncia e emergéncia por
profissionais devidamente treinados da Fundagio HEMOAM, por pungao venosa ou cateter
venoso central e cateter central inser¢do periférica (PICC), sendo que nestes dois ultimos
caso, um volume de 2ml sera descartado.

A técnica utilizada sera aquela descrita nos procedimentos operacionais padrao da
instituicdo, observando o minimo de garroteamento e traumas necessarios. Estas amostras
serdo obtidas do Laboratdrio de Analises Clinicas da Fundagdo HEMOAM. Serao utilizadas 1
amostra coletada em tubos de EDTA, 1 em gel separador e 1 em citrato de sddio atendendo as
seguintes especificagdes: 01 tubo de EDTA (4,0) ml para realizacdo de hemograma,
imunofenotipagem e pesquisa de biomarcadores moleculares, 01 tubo seco (4,0) ml para
obtencdo de soro e dosagens imunoldgicas e bioquimicas, e 01 tubo de Citrato de Sédio (4,0)
ml para obten¢do do plasma citratado e dosagem de microvesiculas.

3. DESCONFORTOS E RISCOS:

Durante a coleta, voce€ podera sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas roxas
no local da pun¢do (hematoma). Para amenizar estes desconfortos a coleta de sangue sera
realizada por pessoal treinado. Cuidados locais serdo tomados para a diminuicao do
desconforto, tais como compressao do local puncionado, manutengao do curativo por no
minimo 4 horas, como ocorre em qualquer coleta de sangue para exames.

Este projeto apresenta um risco minimo, de confidencialidade de dados,
constrangimento e/ou desconforto. Para solucionar, os pesquisadores garantem que os
pacientes serdo tratados com sigilo e respeito, de forma ética e profissional, visando os
anselos morais, fisicos, psiquicos, social e afetivo dos participantes € seus responsaveis.

4. BENEFICIOS:

Nao ha beneficios diretos na participag@o neste estudo. Porém, vocé estara
contribuindo para maior compreensao dos mecanismos imunologicos ligados a resposta dos
pacientes com doenga falciforme, bem como ao atendimento e tratamento dos pacientes e
obtermos dados para identificagdo de biomarcadores imunologicos voltados a soroconversao.

5. ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA:

Ap0s sua participagdo nesta pesquisa, vocé continuara seu tratamento em sua
institui¢ao, mesmo apos o encerramento da pesquisa. Os resultados dos exames realizados
nestes tubos ndo incluem exames utilizados para o seu tratamento, e serdo usados apenas na
analise desta pesquisa.
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6. SIGILO E PRIVACIDADE:

Todas as informagdes coletadas serdo mantidas confidencialmente. Os seus dados
serdo armazenados em um computador e seu nome nao aparecera em nenhuma publicagao,
apresentacao ou documento. Deste modo vocé tem garantia de que este estudo estd sendo
realizado sob rigorosos principios cientificos e éticos.

7. RESSARCIMENTO E INDENIZACAO:

Nao havera ressarcimento de despesas de transporte, alimentacdo, didrias, ja que o
estudo sera feito durante um atendimento médico. Caso voc€ tenha que comparecer a sua
instituicao apenas devido a este estudo, vocé sera ressarcido com os custos de transporte
(6nibus) e alimentacdo. Voc¢ terd a garantia ao direito a indenizagao diante de eventuais
danos decorrentes da pesquisa.

8. ARMAZENAMENTO DE MATERIAL:

O material colhido neste estudo sera utilizado somente para os objetivos propostos e
gostariamos de saber se o senhor (a) concorda com o armazenamento deste material. Caso
seja realizado outro estudo com este material futuramente, o senhor (a) serd devidamente
informado e questionado se concorda ou nao com a participagdo em outro estudo, que so6 sera
realizado apds nova autorizagio do Comité de Etica em pesquisa desta instituigao.

() Concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do
meu material biolégico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

() Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material
biologico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada
pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Em caso de falecimento ou condicao incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverao ser dados a:
(Nome e telefone de uma pessoa a ser contatada).

9. CONTATO:
Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com 0s
pesquisadores listados abaixo:

e Prof’. Dra. Adriana Malheiro - Hemoam - Contato: (92) 9XXXX-XXXX
e Prof’. Erich Vinicius de Paula - Hemocentro da UNICAMP - Contato: (19) 9XXXX-XXXX

e Pesquisador: Evildzio Cunha Cardoso — Hemoam — (92) 9XXXX-XXXX

Em caso de dentincias ou reclamagdes sobre sua participag@o e sobre questdes éticas do estudo,
vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP).
e Comité de Etica em Pesquisa do HEMOAM: Av. Constantino Nery, 3240 — Chapada CEP
69050-001, Manaus — AM; telefone (92) 9XXXX-XXXX.

10. O COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP).
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O papel do CEP ¢ avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem por
objetivo desenvolver a regulamentagdo sobre protecdo dos seres humanos envolvidos nas
pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comités de Etica em Pesquisa (CEPs)
das institui¢des, além de assumir a fun¢do de 6rgao consultor na area de ética em pesquisas.

11. OUTRAS INFORMACOES:

1. O participante da pesquisa estara livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que
inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

2. O participante podera tirar todas as dividas que tiver, ou que aparecerem durante o estudo,
sobre 0 mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.

3. Todas as informagdes obtidas pelo estudo terdo um carater sigiloso e confidencial e serdo
usadas apenas com a finalidade de divulgacao e publicagdo cientifica.

4. A sua discordancia em participar do estudo ndo lhe acarretard nenhum prejuizo em outro
tratamento ou procedimento que possa necessitar em qualquer servigo de nosso hospital.

5. Caso vocé se sinta prejudicado ou de alguma forma lesionado, vocé tem o direito de procurar
obter indenizagdo por danos eventuais.

12. CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Apos ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incomodo que esta possa acarretar, aceito
participar e declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo
pesquisador e por mim, tendo todas as folhas por nds rubricadas:

Nome do (a) participante:

Contato telefonico: () e-mail (opcional):

Data: / /

(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)

13. DO PESQUISADOR:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo N° 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboragao do protocolo e na obtencao deste Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao
participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP da Fundagago HEMOAM perante o
qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta
pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o
consentimento dado pelo participante.

Manaus/AM, Data: / /

Assinatura do pesquisador

Assinatura do (a) participante ou responsavel
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Anexo 3: Termo de Assentimento Livre Esclarecido

Titulo do projeto: Avaliacdo da resposta imunoldgica apos esquema de imunizagdo contra
COVID -19 em pacientes com doenga falciforme.

Coordenagdo da Pesquisa Orientadora: Profa. Dra. Adriana Malheiro Alle Marie,
Coorientador: Prof°® Dr Erich Vinicius de Paula e pesquisador: Evildzio Cunha Cardoso
NUMERO DO CAAE: 56756022.5.0000.0009.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar como participante (a) dessa pesquisa sobre a
doenca falciforme. Este documento, chamado Termo de Assentimento Livre ¢ Esclarecido-
TALE tem por objetivo garantir seu direito como participante, ¢ elaborado em duas vias, uma
que devera ficar com vocé e outra com o pesquisador. Leia com atencdo e calma, aproveitando
para fazer qualquer pergunta. Se houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé
poderd fazé-las com os pesquisadores. Se preferir, pode levar para casa e consultar seus
familiares ou outras pessoas antes de decidir participar.

Se vocé ndo quiser participar ou se quiser retirar sua autorizagao a qualquer momento,
nao havera nenhum tipo de penalizagdo ou prejuizo.

As informag¢des contidas neste Termo de Assentimento Livre e Esclarecido — TALE,
estdo de acordo com as normas éticas contida na Resolugdo CNS N° 466/12, envolvendo seres
humanos e como anuéncia do participante crianca e adolescente destinada a pesquisa da
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Satide. Em caso de
davidas sobre a pesquisa, vocé€ pode entrar em contato com os pesquisadores abaixo listados ou
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP):

e Prof'. Dra. Adriana Malheiro - Hemoam - Contato: (92) 9XXXX-XXXX
e Prof°. Erich Vinicius de Paula - Hemocentro da UNICAMP - Contato: (19) 9XXXX-XXXX

e Pesquisador: Evildzio Cunha Cardoso — Hemoam — (92) 9XXXX-XXXX

A pesquisa tem objeto de investigar e a avaliar a resposta imune ativa desencadeada pela
vacina contra COVID-19 em pacientes com anemia falciforme, visto que ainda hd poucos
estudos a respeito do assunto. A identificacio dos mecanismos imunoldgicos, assim como
maior compreensdao da temadtica pode permitir o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas e futuras pesquisas biotecnologicas nessa populagdo. Vocé so precisa participar da
pesquisa se quiser, ¢ um direito seu e ndo terd nenhum problema se desistir. A recusa nao
causara nenhum prejuizo na relacdo com os pesquisadores, e/ou instituicdo. As criancas que
irdo participar desta pesquisa tém de idade igual ou superior a 12 anos.

Todas as informagdes que serdo obtidas sdo confidenciais, e serdo armazenadas em um
computador, ou seja, o seu nome nao aparecera em nenhuma publicacdo, apresentacdo ou
documento. Deste modo vocé tem a garantia que este estudo estd sendo realizado sob rigorosos
principios cientificos e éticos

Nao h4 despesas pessoais para o participante. Também nao haverd compensagio
financeira relacionada a participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa serao utilizados apenas
para este estudo e artigos relacionados a propria pesquisa, ndo podendo ser utilizados para
nenhuma outra pesquisa de outra ordem sem seu consentimento. A pesquisa serd realizada na
Fundag¢ao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas —-HEMOAM.

PROCEDIMENTOS:
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O paciente sera recrutado ao longo de cada consulta ambulatorial de rotina realizado
da Fundacaio HEMOAM. Nesse momento, ¢ antes da consulta médica, sera convidado a
participar da pesquisa. Caso aceite participar, sera acompanhado por 6 meses, com intervalo
de 3 meses. As crises serdo tratadas como visitas extras, e tratadas de forma diferencial.

Para este projeto de pesquisa, serdo coletadas amostras nas consultas ambulatorial e/ou
no momento das crises vaso-oclusivas, no atendimento de urgéncia e emergéncia por
profissionais devidamente treinados da Fundagio HEMOAM, por pun¢ao venosa ou cateter
venoso central e cateter central inser¢ao periférica, sendo que nestes dois ultimos caso, um
volume de 2ml serd descartado.

A técnica utilizada seréd aquela descrita nos procedimentos operacionais padrdo da
institui¢ao, observando o minimo de garroteamento e traumas necessarios. Estas amostras
serdo obtidas do Laboratorio de Analises Clinicas da Fundagio HEMOAM. Serao utilizadas 1
amostra coletada em tubos de EDTA, 1 em gel separador e 1 em citrato de sddio atendendo as
seguintes especificagdes: 01 tubo de EDTA (4,0) ml para realizacdo de hemograma,
imunofenotipagem e pesquisa de biomarcadores moleculares, 01 tubo seco (4,0) ml para
obtencao de soro e dosagens imunoldgicas e bioquimicas, e 01 tubo de Citrato de Sédio (4,0)
ml para obten¢@o do plasma citratado e dosagem de microvesiculas.

DESCONFORTOS E RISCOS:

Durante a coleta, vocé podera sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas roxas
no local da pun¢ao (hematoma). Para amenizar estes desconfortos a coleta de sangue sera
realizada por pessoal treinado. Cuidados locais serdo tomados para a diminui¢do do
desconforto, tais como compressao do local puncionado, manutenc¢do do curativo por no
minimo 4 horas, como ocorre em qualquer coleta de sangue para exames.

Este projeto apresenta um risco minimo, de confidencialidade de dados,
constrangimento e/ou desconforto. Para solucionar, os pesquisadores garantem que os
pacientes serdo tratados com sigilo e respeito, de forma ética e profissional, visando os
anselos morais, fisicos, psiquicos, social e afetivo dos participantes € seus responsaveis.

BENEFICIOS:

Nao ha beneficios diretos na participacao neste estudo. Porém, vocé estara
contribuindo para maior compreensao dos mecanismos imunologicos ligados a resposta dos
pacientes com doenca falciforme, bem como ao atendimento e tratamento dos pacientes €
obtermos dados para identificagdo de biomarcadores imunoldgicos voltados a soroconversao.

ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA:

Ap0s sua participagdo nesta pesquisa, vocé continuara seu tratamento em sua
institui¢ao, mesmo apos o encerramento da pesquisa. Os resultados dos exames realizados
neste tubo nao incluem exames utilizados para o seu tratamento, e serdo usados apenas na
analise desta pesquisa.

SIGILO E PRIVACIDADE:
Todas as informagdes coletadas serdo mantidas confidencialmente. Os seus dados
serdo armazenados em um computador e seu nome nao aparecera em nenhuma publicacao,
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apresentacdao ou documento. Deste modo vocé tem garantia de que este estudo estd sendo
realizado sob rigorosos principios cientificos e éticos.

RESSARCIMENTO E INDENIZACAO:

Nao havera ressarcimento de despesas de transporte, alimentagao, didrias, ja que o
estudo sera feito durante um atendimento médico. Caso vocé tenha que comparecer a sua
institui¢ao apenas devido a este estudo, vocé serd ressarcido com os custos de transporte
(6nibus) e alimentagdo. Vocé terd a garantia ao direito a indenizacao diante de eventuais
danos decorrentes da pesquisa.

ARMAZENAMENTO DE MATERIAL:

O material colhido neste estudo serd utilizado somente para os objetivos propostos e
gostariamos de saber se o senhor (a) concorda com o armazenamento deste material. Caso
seja realizado outro estudo com este material futuramente, o senhor (a) serd devidamente
informado e questionado se concorda ou nao com a participagdo em outro estudo, que so6 sera
realizado apds nova autorizagio do Comité de Etica em pesquisa desta instituigao.

( ) Concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do
meu material biolégico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

() Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu
material biologico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser
aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Em caso de falecimento ou condicdo incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverao ser dados a:
(Nome e telefone de uma pessoa a ser contatada).

CONTATO:
Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com 0s
pesquisadores listados abaixo:

e Prof’. Dra. Adriana Malheiro - Hemoam - Contato: (92) 9XXXX-XXXX
e Prof’. Erich Vinicius de Paula - Hemocentro da UNICAMP - Contato: (19) 9XXXX-XXXX

e Pesquisador: Evildzio Cunha Cardoso — Hemoam — (92) 991836887

Em caso de dentincias ou reclamacdes sobre sua participagdo e sobre questdes €ticas do estudo,
vocé poderd entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP).
e Comité de Etica em Pesquisa do HEMOAM: Av. Constantino Nery, 3240 — Chapada CEP
69050-001, Manaus — AM; telefone (92) 9XXXX-XXXX.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO:

Eu aceito participar da pesquisa “Avaliacao
da resposta imunolédgica apos esquema de imuniza¢do contra COVID -19 em pacientes com
doenca falciforme”.
v" Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer.
v' Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer
“nao” e desistir, que ninguém vai ficar com raiva de mim.
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v" Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0s meus responsaveis.
v' Recebi uma copia deste termo de assentimento, li e concordo em participar da pesquisa.

Manaus/AM, / /

Nome do (a) participante

Assinatura do (a) responsavel
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Anexo 4: Questionario sociodemografico e clinico

Data: ! !

QUESTIONARIO E FICHA DE CADASTRO INDIVIDUAL:

Projeto: “Avaliacio da resposta imunoldégica pos esquema de imunizacio contra COVID-19 em pacientes
com Doenca Falciforme™

Nome:

Sexo: (M) (F) Datade Nascimento: Idade: anos
Local de Nascimento: UF:

Cor de Pele: Branco ( ) Pardo { ) Preto( ) Amarelo ( ) Escolaridade:

Trabalha: Profissdo:

Estado Civil: Solteiro ( )} Amigado { ) Casado { ) Divorciado { ) Separado ( ) Viavo ( ) a quanto
tempo ( ) Possuem Filhos: 8im ( ) Nio( ) Quantos:

CPF: N°® do SUS:
Endereco: Telefone:
Municipio: UF:
Uso de Medicamentos
Tipo Sanguineo Transfusdes Sanguineas Medicamenta:
Cuantas por ano {média) A quanto tempo f12 use:
0() A() Data da tiltima tran=firsio: Jd apresentou reacdo ao medicamento? Sim { ) MNio{ )
ABCY BC) Medicamento:
Rh:+{ ¥-{) Rqﬂ;iu Transfosional A quanfo tempo faz uso:
Sim { )} Niol ) Ja apresentou reacdo ao medicamento? Sim { ) MNio{ )
tas vezes?
Quantas vezes Medicamento:
Pressdo arterial: A quanto tempo faz usor
J4 apresentou reacdo ao medicamento? Sim () Nio( )}
—— . Data da tltima reacio:
ivel de unaen:rgan. Medic o
% A quanto tempo £z use:
J4 apresentou reacdo ao medicamento? Sim { ) Nio( )

a5 c bidades? Tomou alguma vacina, além Alcoolismo Vacinacio em dia?
Aguma Lomorbidades: da COVID-19 nos iltimos 6 Sim( )Nio( ) ( )5 () Néo () Nao sabe
Sim{ I}Nio( )
meses? Quantes/ Dia

Qual (ais)? { )8m { »Nio Fumznte Yacina para gripe nos iltimos 2 anos?

Sim { )N&o { ) { 3Sim( JMNio{ )NHosabe

Cual {ais)? Quant. Tempo

Profilaxia com penicilina até os 5 anos?

Quant Dia { 38m({ YMNio( )Niosabe
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Apresenton algnma sindrome

gripal nos Altimos 6 meses? Alguma doencas infeceinsas?
( )8m ({ )Nio { 13m { }Nio
Chual {ais)?

Tomou a vacina para COVID-197
Usa alguma droga ilicita? { }Smwnf{ )Nio

Sim¢ JINio( ) Cual?

Tipo Diata 1° dose:

Quant Temp. Data 2° dose:
Chual?

Diata 3° dose:

Data 4° dose:

Ja teve o diagndstice da COVID-197
{ J)Sm { )Nao
Data doteste 7/ (
Teste utilizado: { } RT-PCR.{ )} Teste répido { } Antizeno
Inicio dos sintomas: _ / /
Final dos smfornas: o

Apresentou algnma reacio a vacina do COVID-197
{ J)S8m { }Na&o

Sinal e sintoma da reacio:

Caso ja tenha tido COVID-19, favor assinalar quais sintomas vocg sentin,

e a intenczidade de cada um em nma escala de 1 a 10*

) Febre O1020304030607008038010

} Tosse O1020304030607080380010

(

(

( JDordegarganta | (31032033 0040353060 708080010
( }Dor no corpo O1020304050600702080010
(
(
(

Y Ninseas Q102030405060 70809010
} Perda de olfato 1203040506007 00809 (010
}Perdadepaladar | (31032033 (3433060708900

{ )Diameia QLO2O304053060708080010
1="Fraco; 10 = Intenso.

Teve quadro de reinfeccdo? ( ) Sim ( }Nio

Sintomatologia

Febre ( )Sim ( )Nio

Crise Vaso-Oclusiva:

Jateve?( )S8mm{ INio

Quantas?
Quando foi a altima?
Dor de Cabega { }Sim ( JNEo sindrome Tordcica Aguda:
Jateve?{ M8im{ YNio
Dot nas articulagdes {  )8im ([ )N#o Hipertensio Pulmonar:

Jateve?( Y8im{ YNio

Fraqueza-{ )Sim{ }Nio

Sequestro Esplénico:

Jateve? ( )8mm({ Nio

Ictericia: {  )Sim ({ )Nio

Colelitiase:
Jateve?{ MSim{ YNio

Ulceras da Perna: { ¥Bim{ )Nio

Osteonecrose de cabega de fémur:

Jateve? { )Sim { Nio

Infecgdo de pele e nas dleceras: { }5mm ( )NEHo

Priapismo:
Jateve? { )Sim{ INio
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Anexo 5: Protocolo de Extracio de DNA Kit: Pure Link Genomic DNA Mini Kit
Protocolo de células de mamifero e lisado de sangue

1. Defina um banho-maria ou bloco de aquecimento a 55°C.

2. Adicione 20 pL de Proteinase K a um tubo de microcentrifuga estéril.

3. Transfira 200 puL de células ou sangue em PBS para o tubo contendo Proteinase K.

4. Adicione 20 pL de RNase A a amostra.

5. Misture bem em vortex breve e incube a temperatura ambiente por 2 minutos.

6. Adicione 200 uL de PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer e misture bem por vortex
para obter uma solucao homogénea.

7. Incube a 55°C por 10 minutos para promover a digestdo de proteinas.

8. Adicione 200 pul de etanol 96-100% ao lisado. Misture bem por vortex para produzir uma
solugdo homogénea.

Protocolo de purificaciao

1. Remova da embalagem uma coluna PureLink™ Spin em um tubo de coleta.

. Transfira o lisado (+/-640 pl) para coluna Spin.

. Centrifugue a coluna a 10.000 x g por 1 minuto em temperatura ambiente.

. Centrifugue novamente a coluna a 10.000 x g por 1 minuto em temperatura ambiente.

. Descarte o tubo de coleta e coloque a coluna Spin em um novo tubo de coleta

. Adicione 500 uL de Wash Buffer 1 preparado com etanol a coluna.

. Centrifugue a coluna a 10.000 x g por 1 minuto em temperatura ambiente.

. Descarte o tubo de coleta e coloque a coluna giratéria em um novo tubo de coleta.

. Adicione 500 puL. de Wash Buffer 2 preparado com etanol a coluna.

10. Centrifugar a coluna a velocidade méaxima durante 3 minutos a temperatura ambiente.

11. Centrifugar a coluna por 1 minuto em temperatura ambiente. Descarte o tubo coletor.

12. Coloque a coluna Spin em um tubo de microcentrifuga estéril de 1,5 mL.

13. Deixe em temperatura ambiente por 2 minutos para evaporar o alcool residual

14. Adicione 25-200 uL de PureLink™ Genomic Elution Buffer a coluna. Escolha o volume de
eluicdo adequado as suas necessidades.

15. Incube a temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugar a coluna a velocidade méaxima
durante 1 minuto a temperatura ambiente o tubo contém DNA genomico purificado. Remova e
descarte a coluna.

16. Use 0 DNA para a aplicagdo posterior desejada ou armazene o DNA purificado a 4°C (curto
prazo) ou -20°C (longo prazo).

O 03O L B~ Wi
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Anexo 6: Protocolo de PCR

Procedimento Operacional Padrao (POP) para PCR em Tempo Real
Objetivo:

Este POP descreve os procedimentos para a realizagdo da PCR em tempo real, com énfase na
limpeza dos fluxos de trabalho, manipulagdo adequada dos reagentes, preparo e manuseio da
placa de 96 pocos, e as etapas de adi¢do de amostras.

Obs.: Favor ler item por item antes de fazer o passo a passo

1. Limpeza dos Fluxos de Amostra e Reagente
1.1. Limpe os fluxos de amostra e de reagentes com alcool 70% e papel toalha.
1.2. Exponha os fluxos a luz UV por 15 minutos.

Obs.: Somente a luz UV do fluxo de amostras ¢ automatica, entdo desligara de forma
automatica ao passar os 15 minutos.

1.3. Durante a exposicdo a luz UV, os seguintes itens devem estar no fluxo de reagentes:
- Placa de 96 pogos, com o selo transparente (parte mais brilhante virada para cima);
- Ponteiras a serem utilizadas, com as caixas abertas;

- Pipetas devidamente apoiadas nas suas bases.

2. Separacio e Descongelamento de Reagentes

2.1. Enquanto a luz UV est4d em funcionamento, separe os seguintes reagentes:
- Master Mix;
- Sonda;
- Agua Ultrapura.

2.2. Mantenha a sonda sobre gelo para evitar descongelamento.

3. Preparac¢ao do Mix de Reagentes

3.1. Apos os 15 minutos de UV, uma pessoa sera responsavel por preparar o mix de
reagentes no fluxo de reagentes, enquanto outra pessoa ird vortexar as amostras no fluxo de
amostras.

3.2. O mix de reagentes deve ser preparado conforme a ordem descrita na Tabela 1,
utilizando um microtubo de 1.5 mL identificado como "MIX".
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4. Adicao do Mix de Reagentes a Placa de 96 Pocos
4.1. Adicione o mix de reagentes a cada pogo da placa de 96 pogos conforme o planejamento.
4.2. Apo6s a adigao do mix de reagentes:

- Feche o fluxo de reagentes.

- Coloque o selo sobre a placa, cobrindo os pocos.

- Cubra a placa com um papel toalha.

4.3. Organize o fluxo de reagentes e prepare-se para transferir a placa de 96 pocos (ja selada)
para o fluxo de amostras.

5. Adicao das Amostras a Placa de 96 Pocos

5.1. No fluxo de amostras, apOs vortexar as amostras, adicione a amostra correspondente em
cada pogo que ja contém o mix de reagentes, conforme se apresenta a Tabela 2.

Obs.: Ao pipetar as amostras, certifique-se de que ndo hda residuo de amostra na ponteira ao
dispensar no pogo.

5.2. Ap6s a adic¢do de todas as amostras nos pocos:

- Coloque o selo sobre a placa de 96 pogos.

6. Vortexagem e Verificacido da Placa

6.1. Com a placa selada, cubra-a com um papel toalha e proceda com a vortexagem da placa
para garantir a homogeneizagao do contetido dos pocos por 20 segundos apds a velocidade
maxima do vortex.

6.2. Apos a vortexagem, verifique se ha bolhas em cada pogo. Caso haja bolhas, corrija com
leves toques na lateral da placa, e se nao corrigir favor repetir o item 6.1.

7. Finalizacao

7.1. Apos verificar a placa e corrigir da presenca de bolhas, coloque-a na cabine de ligagao
entre os setores de Genomica 1 e Gendmica 2, coberta por um papel toalha.

8. Limpeza Final

8.1. Antes de sair do Genomica 1, verifique as cameras de fluxo de amostras e de reagentes
para garantir que todas as ponteiras usadas foram descartadas no Descartex.

8.2. Realize a limpeza e desinfec¢do do fluxo de amostras, incluindo a esterilizagdo com luz
UV por 15 minutos.



Anexo 7 — Componentes do Mix de Reagentes

(Preencher de acordo com o protocolo especifico)

Reagentes 1 Amostra Calculo p/ 100 pocos
Master Mix (20x) 2,5 ul 250 uL
Agua ultrapura 1,375 pL 137,50 uL
Sonda TagMan 0,125 pL 12,5 uL
Total 4,0 pL. 400 pL
Reagentes 1 Amostra Calculo p/ 50 pogos
Master Mix (20x) 2,5 uL 125 uL
Agua ultrapura 1,375 pL 68,75 uL
Sonda TagMan 0,125 pL 6,25 uL
Total 4,0 pL 200 pLL

Obs.: Veja que ha duas categorias de preenchimento — Para 50 pogos e para 100 pogos
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Anexo 8 — Esquema de Identificacdo da Placa de 96 Pocos

Gene: HLA-G

Alelo Selvagem: G

Amostras: Caixa | (AF),

MAF: 0.49

Alelo variante: C

MAPA DA PLACA -31/08/2024
ID: Ex.: HLAGrs1710 PL1 31082024
Sonda: VIC (G) FAM (C)

73

Bl 2 3 4 5 6 10 11 2 N
A | BRANCO | SS004 | SS012 | SS020 SS 028 | CTL-001 A
B | CVO001 | SS005 | SSO013 | SS021 SS 029 | CTL-002 B
C | CVO002 | SS006 | SS014 | SSO022 SS 030 | CTL-003 C
D | CVO003 | SS007 | SS015 | SS023 SS 031 | CTL-004 D
E | CVO004 | SS008 | SS016 | SS024 SS 032 | CTL-005 E
F | CVO005 | SS009 | SS017 | SS025 SS 033 | CTL-006 F
G | CVO006 | SS010 | SS018 | SS026 SS 034 | CTL-007 G
H | CVO008 | SS011 | SS019 | SS027 SS 035 | CTL-008 H

| 2 3 4 5 6 10 11 2 N
* Adicionar: 4uL  A: inserida O: inserida # Adicionar a duplicada na placa

) Acabou/Descartada O Acabou 3 Niio foi colocado; nio tinha



RESULTADO:

10

11

12

A

BRANCO
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Anexo 9: Protocolo de ELISA

POP: Quantificacio de HLA-G Solivel por ELISA Sandwich
1. Objetivo

Quantificar a concentragao de HLA-G soltvel (sHLA-G) em amostras humanas (soro, plasma
ou outros fluidos biologicos) através do ensaio imunoenzimatico tipo ELISA (Sanduiche),
utilizando o kit Thermo Fisher — Codigo: EELO51.

2. Materiais e Reagentes
2.1. Fornecidos no Kit:
e Microplaca 96 pogos pré-revestida com anticorpo anti-HLA-G.
e Anticorpo de deteccao biotinilado (100X).
e Conjugado HRP (100X).
e Diluentes: amostra/padrao, anticorpo biotinilado e conjugado HRP.
e Padrao HLA-G (2 frascos).
e Solucao de lavagem (25X).
e Substrato TMB.
e Solucdo de parada (4cido sulfirico 1M).
e Seladores de placa.

2.2. Nao fornecidos:

e Pipetas e ponteiras estéreis.

e Leitor de microplacas (450 nm).

e Lavadora de placas ou sistema manual.
e Tubos estéreis para diluicao.

e Agua deionizada/ultrapura.

e Incubadora a 37°C.

e Centrifuga refrigerada.

3. Amostras
3.1. Plasma:
e Anticoagulante: EDTA (preferencial).
e Centrifugar: 1000xg por 15 min (2-8°C).
e Coletar sobrenadante.

Observacoes:

e Usar tubos livres de endotoxinas.

e Evitar amostras hemolisadas/lipémicas.

e Armazenamento: 2—8°C até 7 dias; -20°C até 1 més; -80°C até 3 meses. Evitar ciclos
de congelamento/descongelamento.

4. Preparo dos Reagentes

4.1. Solu¢io de Lavagem 1X
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1) Diluir 30 mL de tampao 25X em 720 mL de agua deionizada.
2) Validade apo6s diluigao: 3 meses (2—8°C).

4.2. Anticorpo Biotinilado 1X

1) Centrifugar o concentrado (800%g, 1 min, 2-8°C).
2) Diluir 1:100 com diluente apropriado (descrito na tabela abaixo). Preparar antes do
uso.

4.3. Conjugado HRP 1X

1) Centrifugar o concentrado (800%g, 1 min, 2—-8°C).
2) Diluir 1:100 com diluente apropriado (descrito na tabela abaixo). Preparar antes do
uso.

4.4. Curva Padrao

1) Reconstituir padrao com 1 mL do diluente.

2) Preparar diluigdes seriadas (1:2) para obter:
40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0 ng/mL.

3) Seguir exemplo abaixo:

500 pL S00puL  500pL 500 pL 500 pL 500 pL

. N N
Diluent =
Volume 500 pLL 500 pL 500 pLL 500 pL. 500 pL 500 pLL 500 pL
Std1 Std2 Std3 Std4 Std5 Stdé Std7 Std8
40 20 10 5 25 1.25 0.63 0

ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

Utilize os padrdes diluidos em até 2 horas apds a preparacdo. Se forem realizados varios testes padrdo, a solugdo
padrao redissolvida (padrdo com a maior concentragdo) pode ser dividida em 2 a 3 frascos e congelada a -20°C,
para ser usada em até meio més. Evite multiplos ciclos de congelamento e descongelamento.
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Estoque R . . ~
Reagente (fornecido) Dilui¢do | Diluente apropriado Observacoes
Anticorpo _y ) Preparar 100
Biotinilado 100X 1:100 iﬁtiglg&atc;)dﬂi);tictlon pL/pocgo. Centrifugar
(Detection Ab) y antes de diluir.
Coniueado Preparar 100
Jug 100X 1:100  |[HRP Conjugate Diluent |[uL/pogo. Centrifugar
HRP o
antes de diluir.
Solucdo de ‘ Ex: 30 mL
¢ . Agua concentrado + 720
Lavagem 25X 1:25 .. . , -~
deionizada/destilada mL agua =750 mL
(Wash Buffer)
(1X).
Padrao HLA-G |, {. ~1. Reconstituir [Standard & Sample Reconstituir cotm 1~
P¢ liofilizado : mL — fazer dilui¢cdes
(Standard) +1:2 Diluent :
seriadas 1:2.
Conforme ||Standard & Sample Ajustar diluigao para
Amostras - curva Diluent ficar dentro da curva
(0.63—40 ng/mL).
Pronto para Proteger da luz.
Substrato TMB P Nenhuma |- Adicionar 90
uso
pL/poco.
Solugao de Pronto para Adicionar 50
Parada (Stop usop Nenhuma |- pL/po¢o, com
Solution) cuidado.

Recomendacdes importantes:

o Sempre centrifugar os reagentes concentrados antes da diluicao.

e Preparar apenas o volume necessario (com pequena sobra).
o Usar os diluentes fornecidos no kit — eles sdo otimizados para evitar ruido de fundo
e aumentar a sensibilidade.
e Preparar as solugdes imediatamente antes do uso, exceto a solugdo de lavagem 1X que
pode ser armazenada por até 3 meses (2—8 °C).
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5. Procedimento Experimental

1. Ligacao do antigeno

Observacao: as solugdes devem ser adicionadas ao fundo do poco da placa de ELISA,
evitando tocar a parede interna e causar formacao de espuma, tanto quanto possivel.

a. Para a curva padrio, adicione 100 pL. de padrdes aos pogos apropriados.
Para amostras, adicione 100 uL. de amostras pré-tratadas aos pocos.
b. Cubra a placa com selante e incube por 90 min a 37°C.

c. Aspire completamente a solugao. Nao lave.

2. Adicione o anticorpo de detec¢ao biotinilado.

a. Adicione 100 pL da Solugdo de Trabalho para Anticorpo de Detecgdo Biotinilado em
cada pogo.

b. Cubra a placa com selante e incube por 60 min a 37°C.

c. Aspire completamente a solucdo e lave os pogos 3 vezes com 350 pL de Tampao de
Lavagem 1X. Decante a solug¢do de cada pogo, adicione 350 puL. de tampao de lavagem a
cada poco. Deixe de molho por 1 minuto e aspire ou decante a solu¢do de cada pocgo,
secando-a com papel absorvente limpo.

Prossiga imediatamente para a proxima etapa, certificando-se de que os pocos nao sequem.

3. Adicione o conjugado HRP

a. Adicione 100 pL. da Solugao de Trabalho do Conjugado HRP em cada poco.
b. Cubra a placa com selante e incube por 30 minutos a 37°C.

c. Aspire completamente a solucao e repita o processo de lavagem por 5 vezes, conforme
realizado na etapa 2.

4. Adicione o substrato

a. Adicione 90 pL do Reagente de Substrato a cada pogo.
b. Cubra a placa com selante e incube por cerca de 15 minutos a 37°C.
Proteja a placa da luz.

Nota: O tempo de reacao pode ser reduzido ou estendido de acordo com a mudanga de cor
real, mas ndo mais do que 30 min.

5. Adicione a solu¢ao de parada

a. Adicione 50 pL da solucdo de parada a cada pogo. Esta etapa deve ser realizada na
mesma ordem da solu¢@o do substrato. Bata levemente na lateral da placa para misturar.

b. A solu¢do nos pocos mudara de azul para amarelo
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6. Analise dos Resultados
Leia a placa e gere a curva padrao

1. Pré-aqueca o Leitor de Microplacas por cerca de 15 minutos antes da medi¢ao da DO.

2. Leia a absorbancia a 450 nm. Leia a placa em até 10 minutos ap6s a adi¢ao da Solugdo de
Parada.

3. Use um software de ajuste de curva para gerar a curva padrao. Um algoritmo de quatro
parametros fornece o melhor ajuste da curva padrio. Idealmente, a absorbancia de fundo
pode ser subtraida de todos os pontos de dados, incluindo padrdes, incdgnitas e controles,
antes da plotagem.

4. Leia as concentracdes das amostras incognitas e controles da curva padrao.

Multiplique o(s) valor(es) obtido(s) para a(s) amostra(s) pelo fator apropriado para corrigir
a dilui¢ao da amostra.

Observacdo: Se a DO da amostra ultrapassar o limite superior da curva padrdo, vocé devera
testar novamente com uma dilui¢ao apropriada.

7. Critérios de Aceitacao

1) CV intraensaio <10%.

2) CV interensaio <15%.

3) Amostras devem se situar dentro da faixa da curva padrao.
4) Substituir reagentes vencidos ou contaminados.

8. Caracteristicas de desempenho
Curva padrao (exemplo)

Como os valores de DO da curva padrdo podem variar de acordo com as condigdes de
desempenho do ensaio (por exemplo, operador, técnica de pipetagem, técnica de lavagem ou
efeitos de temperatura), o operador deve estabelecer uma curva padrao para cada teste. A curva
padrao tipica e os dados na faixa de 0 a 40 ng/mL de MHCG/HLA-G sao fornecidos abaixo
apenas para referéncia.

Concentration | OD at
(ng/mL) 450 nm

40 2438 2375

Corrected OD Standard Curve for Human MHCG/HLA-G

20 1.547 1.484

10 0.897 0.834

5 0464 0401

25 0271 0.208

Optic

125 0.162 0.099

0.63 0115 0.052

0 0.063 . Human MHGG/HLALG concentrationing/m )

9. Referéncia

Manual do Kit ELISA Thermo Fisher Scientific - Cat. EEL051 — Rev 2.0 (Dez/2024).



