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RESUMO

Introduc¢do: A Doenca Falciforme (DF) ¢ a hemoglobinopatia mais comum no mundo,
decorrente de uma mutagdo no gene que codifica a cadeia beta da hemoglobina, originando a
hemoglobina S (HbS). Os pacientes apresentam imunocomprometimento cronico associado ao
estado hipoesplénico, inflamagdo sistémica persistente e defeitos na resposta imune celular,
condi¢des que os classificam como grupo de risco para complicac¢des graves da COVID-19 e
como grupo prioritario para vacinacdo. Objetivo: Avaliar a resposta imunoldgica celular
induzida pela vacinagao contra a COVID-19 em pacientes com doenga falciforme, por meio da
imunofenotipagem de células T e B e dosagem de biomarcadores imunologicos circulantes.
Metodologia: Estudo transversal conduzido entre 2021 e 2023, incluiu 73 pacientes com
Doenca Falciforme (50 SS e 23 SP) e 73 controles saudaveis, atendidos na Fundagdo
HEMOAM, Manaus-AM. Do total de pacientes, 73 completaram o esquema vacinal de duas
doses contra a COVID-19 com imunizantes disponibilizados pelo Programa Nacional de
Imunizagdes:  CoronaVac  (n=27; 37,0%), Pfizer/BioNTech (n=27; 37,0%),
AstraZeneca/Fiocruz (n=18; 24,7%) e Janssen (n=1; 1,4%). Foram realizados hemograma pelo
sistema ADVIA 21201, imunofenotipagem de linfocitos T e quantifica¢do de linfécitos B por
citometria de fluxo, e dosagem de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento pela técnica
de Luminex. As andlises estatisticas foram conduzidas nos softwares GraphPad Prism v.9.0 e
RStudio. Resultados: Foi demonstrada redugdo significativa de eritrocitos, HCM ¢ VCM em
pacientes SP comparados ao gen6tipo SS. Durante crises vaso-oclusivas no grupo SS, observou-
se leucocitose e neutrofilia significativas. A imunofenotipagem revelou reducdo significativa
de linfocitos T CD3+, CD4+ e CD8+ totais nos pacientes com DF em comparacao ao grupo
controle saudavel, com deplecao acentuada das subpopulacdes naive e de células de memoria
efetora terminal (TEMRA), e expansao das células de memoria central (TCM) e efetora (TEM).
O perfil de mediadores soluveis demonstrou elevagdo marcante de IL-6, CCL3, CXCL10 e G-
CSF nos pacientes com DF em relagdo aos controles, com amplificagdao durante as crises vaso-
oclusivas. Conclusdo: Este estudo caracterizou de forma abrangente o perfil imunologico de
pacientes com Doenca Falciforme dos genotipos SS e SP no contexto da vacinagdo contra a
COVID-19, evidenciando comprometimento imunoldgico significativo com deple¢do de
células T naive, expansao de fenotipos de memoria e inflamagdo sistémica desregulada. Tais
alteracdes podem impactar a qualidade e a duragdo da resposta vacinal nesta populagdo. Estudos
futuros devem avaliar a correlagdo entre os parametros imunolédgicos e os titulos de anticorpos
anti-Spike para melhor compreensdo da eficacia vacinal na Doenca Falciforme.

Palavras-chave: Doenga Falciforme; Imunizagdao; COVID-19; Imunidade Celular; Linfocitos
T.



ABSTRACT

Introduction: Sickle cell disease (SCD) is the most common hemoglobinopathy in the world,
resulting from a mutation in the gene that encodes the beta chain of hemoglobin, leading to the
formation of hemoglobin S (HbS). Patients exhibit chronic immunodeficiency associated with
hyposplenism, persistent systemic inflammation, and defects in the cellular immune response—
conditions that classify them as a high-risk group for severe complications from COVID-19
and as a priority group for vaccination. Objective: To evaluate the cellular immune response
induced by COVID-19 vaccination in patients with sickle cell disease, through T- and B-cell
immunophenotyping and measurement of circulating immune biomarkers. Methodology: A
cross-sectional study conducted between 2021 and 2023 included 73 patients with sickle cell
disease (50 SS and 23 SP) and 73 healthy controls treated at the HEMOAM Foundation in
Manaus, Amazonas. Of the total patients, 73 completed the two-dose COVID-19 vaccination
regimen with vaccines provided by the National Immunization Program: CoronaVac (n=27;
37.0%), Pfizer/BioNTech (n=27; 37.0%), AstraZeneca/Fiocruz (n=18; 24.7%), and Janssen
(n=1; 1.4%). Complete blood counts were performed using the ADVIA 2120i system, T-
lymphocyte immunophenotyping and B-lymphocyte quantification were conducted by flow
cytometry, and cytokine, chemokine, and growth factor assays were performed using the
Luminex technique. Statistical analyses were conducted using GraphPad Prism v.9.0 and
RStudio software. Results: A significant reduction in red blood cell count, mean corpuscular
hemoglobin (MCH), and mean corpuscular volume (MCV) was observed in SP patients
compared to the SS genotype. During vaso-occlusive crises in the SS group, significant
leukocytosis and neutrophilia were observed. Immunophenotyping revealed a significant
reduction in total CD3+, CD4+, and CD8+ T lymphocytes in patients with FV compared to the
healthy control group, with marked depletion of naive and terminal effector memory (TEMRA)
subpopulations, and expansion of central memory (TCM) and effector (TEM) cells. The profile
of soluble mediators showed a marked elevation of IL-6, CCL3, CXCL10, and G-CSF in
patients with SD compared to controls, with amplification during vaso-occlusive crises.
Conclusion: This study comprehensively characterized the immunological profile of patients
with sickle cell disease of the SS and SP genotypes in the context of COVID-19 vaccination,
demonstrating significant immunological impairment with depletion of naive T cells, expansion
of memory phenotypes, and dysregulated systemic inflammation. Such alterations may impact
the quality and duration of the vaccine response in this population. Future studies should
evaluate the correlation between immunological parameters and anti-Spike antibody titers to
better understand vaccine efficacy in sickle cell disease.

Keywords: Sickle Cell Disease; Immunization; COVID-19; Cellular Immunity; T
Lymphocytes.
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1. INTRODUCAO

A Doenga Falciforme (DF) ¢ a hemoglobinopatia mais comum no mundo, decorrente
de uma mutagao no gene que codifica a cadeia beta da hemoglobina, e d4 origem a uma variante
estrutural conhecida como hemoglobina S (HbS). Do ponto de vista fisiopatologico, a AF ¢ uma
doencga inflamatoria, caracterizada pela ativagdo constante da imunidade, por consequéncia de
dois elementos fisioldgicos principais: repetidas vaso-oclusdes e hemdlise cronica, na qual
ativam e retroalimentam o processo inflamatorio (Piel; Steinberg; Rees, 2017a; Ware et al.,

2017a).

No contexto epidemiologico, o continente africano apresenta a maior prevaléncia em
todo o mundo com AF, sendo a Africa Subsaariana, a regido com maior prevaléncia, apontando
uma frequéncia aproximada de 230 mil nascimentos por ano. Segundo estimativa em 2008, na
América do Sul, foi observada uma frequéncia de 2.900 criancas portadoras do gene da HbS,
além de 1.300 casos de criangas descritas no continente europeu (Piel; Steinberg; Rees, 2017a).
No Brasil, entre os anos de 2014 e 2020, a média anual de novos casos de criangas
diagnosticadas com o gene mutado no Programa de Nacional de Triagem Neonatal foi de 1.087,
uma incidéncia de 3,75 a cada 10 mil nascidos vivos. Estima-se que hd 60 a 100 mil pacientes
com a mutacdo no pais. A distribuicdo no Brasil ¢ bastante heterogénea, sendo a Bahia, o
Distrito Federal e Minas Gerais, os locais de maior incidéncia (Frazao, 2022; Saude, 2018). Na
regido norte do pais, no Amazonas, foram estimados cerca de 350 pacientes em tratamento no
hospital de referéncia para doengas hematologicas no ano de 2024 (Cesar et al., 2019; Satde,

2023a).

A fisiopatologia da doenca consiste principalmente da heme plasmatica e a hemoglobina
livres, advindos da hemolise cronica intravascular que desempenham o papel de moléculas
associadas a padrdes moleculares associados a danos (DAMPs), ativando o sistema
imunoldgico inato e promovendo a adesdo de células sanguineas circulantes entre si € com o
endotélio, desencadeando a ocorréncia do processo de vaso-oclusdo. A heme tem a capacidade
de ativar os neutréfilos, estimulando a liberacdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos
(NETs), que por sua vez aumentam a ativacdo plaquetdria e a formagdo de trombos,
contribuindo para a vaso-oclusdo pulmonar. Além disso, também promovem a liberagdo do
fator de crescimento da placenta (PGF) a partir de eritroblastos. O PGF atua como um ligante

para o receptor 1 do fator de crescimento endotelial vascular em células endoteliais e
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macrofagos, resultando na liberagdo de endotelina 1, um vasoconstritor que contribui para a

hipertensao pulmonar (Gladwin; Kato, 2008a; Kato et al., 2018a; Piel; Steinberg; Rees, 2017a).

O manejo clinico da DF envolve abordagens farmacolédgicas e ndo farmacologicas. A
hidroxiureia permanece como o principal firmaco modificador da doenca, atuando na indugdo
de hemoglobina fetal (HbF) e reducdo das crises vaso-oclusivas. Outros tratamentos incluem
transfusdes sanguineas regulares, suplementagdo de acido folico e analgesia para controle das
crises algicas. Mais recentemente, avancgos biotecnologicos tém ampliado as opgdes
terap€uticas, com destaque para a terapia génica e a edi¢do genomica por CRISPR-Cas9, que
representam perspectivas promissoras de cura para a doenga (Kato et al., 2018; Ware et al.,

2017).

A pandemia da Doenga do Coronavirus 2019 (COVID-19) foi estabelecida em marco
de 2020 pela Organizagdo Mundial de Saude, que teve seu encerramento apds 3 anos, com 0
auxilio de medida profilaticas, como a vacinagdo. O Ministério da Saude do Brasil estabeleceu
grupos prioritarios para a vacinagdo, considerando complicagdes e mortalidade por COVID-19
em subgrupos especificos. Para pacientes onco-hematologicos, a prioridade ¢ dada a aqueles
com critérios gerais e fatores de risco como idade avangada, obesidade e doenca de base nao
controlada. E em pacientes com AF, que apresentam uma taxa de mortalidade de 10%, em
comparagao com 3,3% na populacao geral, especialmente para aqueles acima de 50 anos com
condigdes como doenca cardiopulmonar, renal ou historico de AVC, também foram
classificados como grupo de risco para o desenvolvimento de complicagcdes da COVID-19, e

grupo prioritario A vacinagdo (Chiattone, 2022).

Em um estudo realizado na Arabia Saudita por Fita e Colaboradores destacaram os
significativos desafios de saude enfrentados pelos pacientes com AF particularmente no
contexto da pandemia de COVID-19. A AF ¢ uma doenga genética que leva a varias
complicagdes, e o surgimento da COVID-19 levantou preocupacdes sobre seu impacto na saude
desses pacientes. A COVID-19 pode exacerbar os problemas de saude existentes em pacientes
com AF. A infeccao por COVID-19 aumenta significativamente o risco de sindrome toracica

aguda e outras complicagdes em pacientes com DF (Fita et al., 2024).

Essa pandemia gerou apreensdo devido a maior susceptibilidade dos individuos com
Doenga Falciforme a COVID-19 e as formas mais severas da doenga. Os centros de controle e

prevencdo de doengas categorizaram a Doenga Falciforme como uma das condigdes com um
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fator de risco aumentado para complicagdes graves relacionadas a infec¢ao pelo SARS-CoV-2.
Dado que os pacientes com Doenga Falciforme apresentam uma fisiopatologia subjacente
caracterizada por inflamacdo cronica e um aumento do risco de trombose, além de serem
imunocomprometidos devido a auto infarto do bago ou esplenectomia cirtirgica, tornando-os
especialmente suscetiveis a infec¢des e desenvolvimento da STA. Além disso, esses pacientes
tém comorbidades e disfungdo organica secundaria, o que levanta preocupagdes sobre a
probabilidade e a gravidade da COVID-19 nesse grupo de individuos (Abdulkarim
AbdulRahman et al., 2020; Friedman et al., 2022; Sayad; Karimi; Rahimi, 2021).

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Doenca Falciforme

2.1.1. Etiologia

A Doenga Falciforme (DF) ¢ uma mutagdo estrutural da hemoglobina, de origem
hereditaria, causada por uma mutacdo no 17° nucleotideo (timina — adenina) do gene da B-
globina (HBB). Essa mutagdo resulta em uma substitui¢do do acido glutamico por uma valina
no sexto residuo da B-globina. Em individuos homozigoéticos (SS), a hemoglobina adulta normal
(a2/B2; HbA) € completamente substituida por uma hemoglobina pouco soluvel (02/BS2),
chamada de hemoglobina S (HbS), sendo um fator patognomdnico da Doenca Falciforme

(Costa; Conran; Fertrin, 2013a; Kato et al., 2018a).

Diferente da HbA, a molécula de HbS quando se encontra no estado de desoxigenagao,
possui regides hidrofobicas andmalas que promovem a ligagdo entre as duas cadeias de B-
globina, facilitando sua cristalizacdo e a formacdo de um polimero. A polimeriza¢do da
molécula de HbS afeta a estrutura e flexibilidade do eritrdcito, o que resulta em desidratagdo e
dano oxidativo a célula. Em consequéncia, individuos com AF apresentam anemia hemolitica
cronica, aumento da produ¢do de células vermelhas na medula 6ssea, presenca de niveis
elevados de bilirrubina e redug¢do da haptoglobina, além de maior intera¢ao entre o endotélio,

hemacias, plaquetas e leucocitos (de Azevedo; Malmegrim, 2020a).

A presenga da HbS altera as propriedades fisico-quimicas dos eritrécitos. Quando o
eritrocito se encontra em um estado oxigenado, a molécula de HbS apresenta uma separacao
entre as globinas betas. Em contraste, quando a HbS estd em condi¢gdes de desoxigenagdo, ela
se torna mais tensa e aumenta a proximidade com outras cadeias mutadas. E, por meio da unidao

dessas cadeias, ha formacao de longos polimeros, que se precipitam no citoplasma alterando a
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morfologia do eritrécito, consequentemente adquirindo o aspecto de foice ou falcizado
(Stypulkowski; Manfredini, 2010). Esse processo de polimerizagdo da HbS depende de varios
fatores, como: tensao de oxigénio, concentragdo intracelular da HbS, temperatura e associagao
com outras hemoglobinas e talassemias. Em conjunto com a polimerizacdo ha também o
aumento da viscosidade, e aumento do risco da ocorréncia de eventos vaso-oclusivos e
hemoliticos nos pacientes com AF, podendo desencadear diversas complicagdes clinicas e

fisiologicas (Ware et al., 2017a).

A hemolise estimula a produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs), € em conjunto
com a hemoglobina livre, leva ao sequestro do 6xido nitrico (NO), uma molécula produzida
pelo endotélio para regulagdo do tonus vascular basal, inibi¢do da ativacdo plaquetaria, e
inibicao da expressao de varias moléculas de adesdao. A hemodlise também induz a liberagao de
arginase, levando a deple¢do de arginina, um metabdlito essencial para produg¢do de NO. Assim,
a deplecdo cronica de NO leva a disfungdo endotelial, além de contribuir para o processo vaso-

oclusivo e pro-trombotico (Kato; Gladwin; Steinberg, 2007).

A liberagdo da hemoglobina e da enzima arginase criam um estado de disfun¢do no
revestimento interno dos vasos sanguineos, aumento da formacdo de novos vasos, estresse
causado por radicais livres e inflamagao. A fisiopatologia da AF é complexa e caracterizada por
episodios de bloqueio dos vasos sanguineos, agregacdo da HbS em estruturas poliméricas e
obstru¢ao mecanica induzida pelos globulos vermelhos que assumiram forma falciforme de
maneira irreversivel. Isso inclui a aderéncia de elementos sanguineos nas paredes das células
endoteliais, problemas de coagula¢do e comprometimento da fun¢do do revestimento interno

dos vasos sanguineos (Aslan; Freeman, 2007; Ataga et al., 2008).

2.1.2. Epidemiologia da Doenga Falciforme

No mundo, a Doenga Falciforme (DF) ¢ altamente prevalente no continente africano,
sendo a Africa Subsaariana é a regido com maior prevaléncia, com estimativa de cerca de
230.000 nascimentos por ano com DF. Na América do Sul, no ano de 2008, foi estimada a
frequéncia de 2.900 criangas nascidas com DF. No Brasil, a ocorréncia de doenga falciforme
varia consideravelmente entre os estados do Pais, representando a heterogeneidade étnica da
populagdo brasileira entre os negros e caucasianos. Estima-se que existem mais de dois milhdes
de portadores com o gene da doenga e mais de 60.000 a 100.000 pessoas com DF em todo o
pais, e o predominio do alelo S no Brasil varia de 1,2% a 10,9% dependendo da regido,

conforme o Ministério da Saude (Kato et al., 2018a; Saude, 2023b, 2023a).
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Figura 1: Epidemiologia de casos estimados de nascimentos com Doenca Falciforme no ano de 2015.
Estimativa de casos por 100.000 nascimentos por pais no ano de 2015.
Fonte: Adaptado de Kato et al., 2018.

Em relacdo aos recém-nascidos nas regides brasileira, cerca de 1 a cada 37.400 nascem
com a doenga falciforme, e nascem de 1.000 a 1.200 novos casos por ano no Brasil. A DF ¢
mais comum em pessoas de descendéncia africana, apresentando um indice elevado nos estados
da Bahia (1:650), Rio de Janeiro (1:1.300), Pernambuco, Maranhdo, Goias e Minas Gerais com
incidéncia de 1:1.400, e Santa Catarina (1:13.500). No ano de 2016, 1.071 dos recém-nascidos
foram identificados com doenga falciforme (Arduini; Rodrigues; Trové de Marqui, 2017). No
Amazonas, a prevaléncia estimada ¢ de + 350 conforme os dados do DataSUS — Ministério da
Satde/Hemoglobinopatias de pessoas portadoras com DF, com a incidéncia de 6 a 8 casos

novos por ano (Cesar et al., 2019; Saude, 2023b).

2.1.3. Fisiopatologia da DF

Apesar da AF ser causada por uma uUnica mutagdo de ponto no gene HBB, sua
fisiopatologia ¢ extremamente complexa, envolvendo ndo apenas a anemia hemolitica cronica,
mas também um segundo mecanismo fisiopatologico que consiste na vaso-oclusdo da
microcirculagdo (Nath; Hebbel, 2015). Devido a essa tendéncia da HbS em se polimerizar

quando exposta a baixas tensdes de oxigénio, o que pode levar a formac¢do de hemacias
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irreversivelmente falcizadas, que apresentam maiores dificuldades em circular por capilares

sanguineos (Kato et al., 2018a; Kato; Gladwin; Steinberg, 2007).

Os ciclos repetidos de polimerizagdo e despolimerizagdao que passam as hemaécias ricas
em HbS levam a lesdo da membrana eritrocitaria. A associagdo da polimerizacao da HbS com
estas lesdes lentificam o transito das hemdacias pela microcirculacdo, levando a ciclos de
isquemia e reperfusdo que ativam uma complexa cascata de eventos inflamatorios (Nath;
Hebbel, 2015). Essa cascata envolve a alteracdo das interagdes fisioldgicas entre hemaécias,
leucocitos, plaquetas e células endoteliais, com aumento da adesdo entre estas células (Higuera;

Bravo; Guerrero, 2014).

A condicao de baixa tensdo de oxigénio em vénulas pds-capilares, por exemplo, altera
a interacao dinamica entre as células do sangue com as células endoteliais, contribuindo para a
inflamacdo e isquemia crdnicas, assim como para episoddios vaso-oclusivos agudos (Hebbel;
Vercellotti; Nath, 2009). Por sua arquitetura microvascular sinuosa, a vaso-oclusdo ¢ mais
frequente no tecido pulmonar, o que explica os frequentes episodios de dor 6ssea intensa e mal
localizada apresentados por estes pacientes, conhecidas como crises algicas (Costa; Conran;
Fertrin, 2013a; Piel; Steinberg; Rees, 2017a; Ware et al., 2017a). O segundo mecanismo
fisiopatologico importante da AF ¢ a anemia hemolitica. Por muitos anos, o impacto atribuido
a hemolise no quadro clinico da AF restringiu-se a anemia, em geral bem tolerada pelos
pacientes. A ativagao imunolédgica da AF ocorre com a liberagdo de hemoglobina livre na
corrente sanguinea durante aumento de hemolise intravascular (Kato; Gladwin; Steinberg,

2007).

Musculo liso vascular s ot
Estado Estacionario

Vaso-oclusdo Vénula

Hemoglobina

Eritrocito

Figura 2: Fisiopatologia da Doenca Falciforme. Mecanismos da doenca no perfil de estado estacionario com a
apresentagdo de hemolise e falcizagdo do eritrocito, até a evolugdo para o estado de crise-vasoclusiva.
Fonte: Adaptado de Kato et al., 2018.
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A hemolise desempenha um papel central, influenciando a fisiopatologia ¢ a
variabilidade fenotipica. Subprodutos da  hemolise, como hemoglobina
descompartimentalizada, arginase 1, dimetilarginina assimétrica e nucleotideos de adenina,
desencadeiam disfun¢ao vasomotora e complicacdes clinicas vasculares, incluindo hipertensao
pulmonar, tulceras de perna, priapismo, doenca renal cronica e acidente vascular cerebral
isquémico. Além disso, também inativa o Oxido nitrico, formando metemoglobina e
prejudicando a fungdo vascular. Moléculas como hemoglobina e heme atuam como padrdes
moleculares associados ao dano eritrocitario, ativando o sistema imunologico e desencadeando
inflamagdo e vaso-oclusdo falciforme (Gladwin; Kato, 2008a; Kato et al., 2018a; Kato;
Steinberg; Gladwin, 2017a). A hemolise intravascular compromete a disponibilidade do NO,
resultando em estresse oxidativo e desequilibrio redox, intensificando processos fisiologicos e

promovendo vasoconstri¢ao e remodelacdo vascular (Kato; Steinberg; Gladwin, 2017a).

2.1.4. Manifestagoes Clinicas da DF

Do ponto de vista clinico, a DF pode ser descrita como uma condi¢do multissistémica,
caracterizada por danos organicos cronicos e progressivos, além de episddios vaso-oclusivos
recorrentes. Os episddios mais comuns se manifestam com crises algicas, que frequentemente
afetam ossos longos, esqueleto axial, o torax e o abdomen. Outra forma significativa ¢ a
sindrome torécica aguda (STA), resultante de uma crise de oclusdo vascular nos pulmoes, e
pode ser identificada por um infiltrado pulmonar na radiografia tordcica e se manifesta
clinicamente como infiltrados pulmonares multiplos, febre alta, taquipneia, tosse e dor toracica
(Kato; Steinberg; Gladwin, 2017a). A lesdo cronica da AF diminui a qualidade e a expectativa
de vida dos pacientes que possuem complicagdes debilitantes, como as ulceras cutaneas, a
necrose asséptica da cabega de fémur e a hipertensdo pulmonar. Ambas manifestagdes clinicas
sd0 as mais recorrentes nos pacientes falciformes, e apresentam maior gravidade (Costa;

Conran; Fertrin, 2013a; Piel; Steinberg; Rees, 2017a; Ware et al., 2017a).

As crises algicas ainda sdo as manifestagdes mais frequentes da AF e caracterizam-se
por episodios de dor intensa que afetam principalmente a regido lombar, térax e ossos longos,
cuja frequéncia e gravidade variam entre pacientes. Sua ocorréncia inicia-se logo apds os 6
meses de idade, sendo que apds o sexto ano de vida, quase todos os pacientes ja apresentaram
algum episodio. Além disso, cerca de 30% dos pacientes experimentam crises dolorosas didrias,
das quais muitas s3o controladas em casa. Nao hé exames laboratoriais para o diagndstico

dessas crises, e ¢ baseada na clinica do paciente (Meier; Abraham; Fasano, 2017).
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O termo STA ¢é uma descri¢do genérica para qualquer forma de doenga pulmonar aguda
em pacientes com AF. Dentro de critérios clinicos, a sindrome ¢ definida como a ocorréncia de
um novo infiltrado pulmonar combinado com febre, dor no peito, respiracdo acelerada e/ou
tosse ou baixos niveis de oxigénio no sangue. A STA ¢ a segunda condi¢do mais comum em
termos de frequéncia, ficando apenas atrds das crises vaso-oclusivas, no entanto ¢ a principal
causa de morte em adultos com AF, com uma taxa de mortalidade de cerca de 9% nesta

populacdo (Arduini; Rodrigues; Trovo de Marqui, 2017; Cesar et al., 2019).

2.1.5. Disfungdes imunoldgicas na DF

2.1.5.1. Imunidade Inata e Adaptativa da DF

Na imunidade inata de pacientes com AF, ha uma forte atividade do sistema
complemento, principalmente do fator B e outros complexos imunes circulantes que podem se
apresentar aumentados nestes pacientes. Esses complexos circulantes podem gerar respostas
imunes em todo o corpo dependendo de seu deposito, podendo esta caracteristica causar
diversas complicacdes. A ativacdo de mastdcitos ocorre de forma desregulada, além do nimero
de eosinofilos, com maior capacidade de degranulacdo, migragdo e adesdo nas respostas
imunes. Neutrofilos e macrofagos cultivados com heme tem sua capacidade fagocitica inibida
pela remodelagdo do citoesqueleto; além desse fator, o heme livre, reconhecido como DAMP,
¢ capaz de ativar macrofagos e células endoteliais através da sinalizagdo via TLR-4, e nos
neutro6filos induz a formagao de NETSs, que pode contribuir com os episodios vaso-oclusivos e

inflamacao (Balandya et al., 2016a; de Azevedo; Malmegrim, 2020a).

Estudos descrevem alteragdes nas subpopulacdes de células T, com relatos de células T
CD4+ e CD8+ elevadas em criangas com AF, embora os achados possam variar conforme a
populagdo estudada e o contexto clinico. Além disso, células T CD4+ ¢ CD8+ naive foram
observadas reduzidas e células T CD45RO+ e CD45RA+ circulantes aumentadas em pacientes
adultos, principalmente devido a presenca de osteonecrose (Balandya et al., 2017a; Daltro et
al., 2020a; Vingert et al., 2015a). As células Treg ja foram descritas na AF como elevadas,
todavia, sua fungdo supressora ¢ caracterizada como normal. Além disso, pode-se destacar que
o perfil de células Treg nos pacientes com AF que apresentam sintomas clinicos ¢ diferente.
Um subconjunto de células B ¢ apresentado de forma elevada na AF, contudo, sua principal
funcdo de produzir anticorpos apresenta-se prejudicada (Balandya et al., 2017a). As células

INKT também tém importante papel na patogénese da AF, contribuindo para resposta
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inflamatoria e episdédios de vaso-oclusdao (Figura 1) (Balandya et al., 2016a; de Azevedo;

Malmegrim, 2020a).
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Figura 3: Papel do sistema imunolégico inato e adaptativo na patogénese da doenga falciforme, gendtipo
homozigoto.

TLR4: Toll like receptor 4; NET: armadilhas extracelulares de neutrofilos; HO-1: heme oxigenase-1; Treg: células
T reguladoras; células iNKT: células T natural killer invariantes; Breg: células B reguladoras.

Fonte: DE AZEVEDQO, Julia Teixeira Cottas; MALMEGRIM, Kelen Cristina Ribeiro, 2020.

2.2. SARS-CoV-2 e desenvolvimento dos casos de COVID-19:

2.2.1. Caracteristicas virais

No més de dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, capital da provincia de Hubei, na
China, foram registrados varios casos de pneumonia de origem desconhecida. Observou-se que
o agente causador dessa doenga apresentava sintomas similares ao coronavirus SARS-CoV,

responsavel pela epidemia ocorrida entre 2002 e 2004 na China (34). Os coronavirus sio
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classificados taxonomicamente, pertencendo a ampla e diversa familia Coronaviridae, da ordem
Nidovirales e género Betacoronavirus. Os géneros o e B-coronavirus t€ém a capacidade de
infectar mamiferos, incluindo humanos, enquanto y e d-coronavirus infectam mamiferos e aves

(Lauxmann; Santucci; Autran-Gomez, 2020).

O virus que surgiu no final de 2019, conhecido como "novo" coronavirus, ¢ o Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Ele faz parte da familia
Coronaviridae, especificamente do género Betacoronavirus (Jan et al., 2020), devido a sua
semelhanca genética, compartilhando 79% da sequéncia genética com o SARS-CoV (Tay et
al., 2020). Este virus apresenta um genoma de RNA de fita simples, envelopado e tem a
capacidade de infectar tanto seres humanos quanto morcegos. Em contraste, outra variante, o
MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome), que causou uma epidemia no Oriente Médio
em 2012, foi associada a infec¢cdes em camelos, humanos e morcegos (Singh et al., 2020; Yang
et al., 2020). A morfologia do SARS-CoV-2 ¢ caracterizada por quatro proteinas estruturais
essenciais: as proteinas Spike (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N). A
proteina S confere uma aparéncia de uma "coroa" no virus e desempenha um papel crucial como
o principal meio de entrada nas células hospedeiras, interagindo com o receptor da enzima

conversora de angiotensina (ACE2) (Sarvepalli, 2020; Schoeman; Fielding, 2019).

O SARS-CoV-2 ¢ o agente causador do surto pandémico que se desdobrou no periodo
compreendido entre 2020 e 2022. Trata-se de uma crise de saude global que se caracteriza pela
rapida propagacdo da doenca e uma elevada taxa de mortalidade, assumindo dimensdes
preocupantes, conforme alertado nos relatérios da Organizagdo Mundial da Satde (OMS)
(Ataga et al., 2008). Em fevereiro de 2020, a doenga foi oficialmente denominada como doenca
do coronavirus 2019 (COVID-19) e ¢ transmitida de pessoa para pessoa, tanto por contato direto
quanto por vias indiretas. Embora tenha se originado na China, até maio de 2020, ja havia
afetado pessoas em todas as regides do mundo, totalizando mais de quatro milhdes de casos e

resultando em 219 mil ébitos (Lauxmann; Santucci; Autrdn-Gémez, 2020).

A espécie SARS-CoV-2 do coronavirus ¢ uma das sete que podem infectar seres
humanos. Das trés espécies que podem causar doengas graves (SARS-CoV, MERS-CoV e
SARS-CoV-2), o0 novo coronavirus foi descrito como mais letal (De Wit et al., 2016). A Doenca
no Novo Coronavirus 2019 (COVID-19), pode apresentar manifestacdes graves que levam a

sindrome de desconforto respiratorio agudo e, em ultima instancia, ao 6bito (Naqvi et al., 2020).
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A transmissdo da COVID-19 se da principalmente por meio da inalagao de goticulas de
saliva e de secregdes respiratoria que ficam suspensas no ar quando uma pessoa contaminada.
Além disso, outras formas importantes de contaminacdo ¢ contato com superficie
contaminadas. Desde dezembro de 2019, apds o surgimento da primeira infec¢dao pelo SARS-
CoV-2, diferentes variantes foram identificadas, com destaque as variantes Delta ¢ Omicron,
designadas como variantes de preocupacdo, devido apresentar caracteristicas de alta

transmissibilidade e letalidade (Jan et al., 2020; Singh et al., 2020).

2.2.2. Sintomatologia da COVID-19

Os sintomas iniciais da COVID-19 assemelham-se aos da gripe e podem incluir febre,
calafrios, tosse seca, dor de garganta, nduseas, dor de cabeca e mialgias. O sintoma
predominante em individuos infectados ¢ a pneumonia grave, que pode levar a angustia
respiratoria aguda, e a medida que a doenga progride, € possivel observar faléncia de multiplos
orgaos. Diversos mecanismos podem explicar os danos aos 6rgaos, incluindo toxidade viral
direta, lesdes as células endoteliais, ativacdo de processos tromboinflamatdrios, desregulagao
da resposta imune e desequilibrio do sistema renina-angiotensina-aldosterona. E importante
ressaltar que os sintomas da COVID-19 podem variar consideravelmente dependendo de varios
fatores, mas, em geral, a maioria das pessoas apresenta casos leves ou ¢ assintomatica durante
a infec¢@o. No entanto, a doenca pode progredir para formas mais graves, como pneumonia e
sindrome respiratoria aguda, resultando em niveis mais elevados de morbidade e mortalidade.
As taxas de letalidade podem chegar a 6,6% em uma escala global (Gupta et al., 2020; Li et al.,
2020; Sarvepalli, 2020; Yang et al., 2020).

A COVID-19 pode ser dividida em quatro categorias de gravidade: leve, moderada,
grave e critica. A forma leve ¢ a mais comum, caracterizada por sintomas ndo graves que nao
requerem cuidados médicos e ndo apresentam sinais de pneumonia viral ou falta de oxigénio.
Os pacientes com COVID-19 moderada demonstram sinais de pneumonia, podendo ter
dificuldade para respirar, mas ainda ndo sofrem de falta de oxigénio. A COVID-19 grave se
refere a casos com pneumonia, acompanhados de respiragado rapida, baixos niveis de oxigénio
e progressao de manchas nos pulmdes em exames de imagem. Ja a COVID-19 critica ¢ aquela
que evolui para complicagdes como insuficiéncia respiratoria, choque e disfung¢do de multiplos
orgdos, com uma alta taxa de mortalidade (Escanddn et al., 2021; Sarvepalli, 2020; Silva Filho

etal., 2021).
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Poucos estudos avaliaram as propor¢des de COVID-19 em cada uma dessas categorias
de gravidade. Além disso, alguns individuos que se recuperam da doenca aguda experimentam
sintomas persistentes, conhecidos como sequelas pos-agudas de COVID-19 ou "COVID-19
longa". Muitos desses sintomas se assemelham a sindrome da fadiga cronica/encefalomielite
mialgica e incluem fadiga, sintomas neuropsiquiatricos, perda de cabelo, dificuldades de sono,
problemas de atencdo, dispneia e perda persistente do olfato ou paladar. Também foram
relatados casos raros de sindromes hiperinflamatorias, como a sindrome inflamatéria
multissistémica em criangas e adultos, que podem estar relacionadas a sindrome de

tempestade/liberacdo de citocinas (Escandon et al., 2021).
2.3. Imunizantes contra a COVID-19 em pacientes com Doenc¢a Falciforme

No Brasil, o Informe Técnico da campanha de vacinagdo contra a COVID-19 revelou
que a OMS identificou 173 vacinas em fase pré-clinica e 63 em pesquisa clinica, com 20 delas
alcancando a fase III de ensaios clinicos (Quadro 1). Duas dessas vacinas, a CoronaVac
(desenvolvida pela Sinovac/Butantan) e a AstraZeneca (produzida em colaboracdo com a
Fiocruz e o Instituto Serum da India), foram escolhidas para integragdo no Programa Nacional
de Imunizagao e distribuidas na rede publica de saude. A CoronaVac utiliza o virus inativado
SARS-CoV-2, enquanto a AstraZeneca se baseia em um adenovirus recombinante, e foram os
principais imunizantes administrados na populagdo brasileira desde 2021 (Creech; Walker;

Samuels, 2021).

No que se refere a vacina, quatro categorias principais foram desenvolvidas e aprovadas
para uso contra a SARS-CoV-2, tais como mRNA, vetor adenoviral, inativadas e vacinas de
subunidades recombinantes. Inicialmente havia um total de 2016 vacinas em desenvolvimentos,
sendo que 92 delas entraram na fase de testes em humanos. Devido a gravidade da epidemia e
falta de controle, a OMS incluiu 10 vacinas na lista de uso emergencial (Radhwi et al., 2022).
Estudos indicam que a maioria das vacinas ¢ eficaz na prote¢do contra a variante Alfa. No
entanto, a eficacia contra a variante Beta reduziu significativamente. O efeito das vacinas contra
variante Gamma também foi reduzido (Creech; Walker; Samuels, 2021; Pang et al., 2020;
Radhwi et al., 2022), enquanto a taxa de evasdo imunoldgica da variante Delta permanece a
mesma da variante Gamma. Ao mesmo tempo que a Omicron € altamente transmissivel, mesmo
entre individuos totalmente vacinados, esta variante tem a capacidade de evadir-se as respostas

imunitarias protetoras ocasionadas pelas vacinas atuais (Priif3, 2022).
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As atuais orientacdes sobre a administracdo de vacinas em criangas com AF sdo
baseadas em estudos de eficacia realizados predominantemente em individuos sem AF. A
presenca de anormalidades imunologicas na AF, como a diminui¢ao das células T CD4+ e
CD8+ no sangue, disfun¢do das células T reguladoras e comprometimento na producao de IgM
pelas células B, podem afetar a resposta as vacinas em pessoas com AF, potencialmente
explicando a observacao de respostas prejudicadas ou de menor duragdo as vacinas nesses
individuos, especialmente na nos Estados Unidos e Europa (Balandya et al., 2016a; Sayad;

Karimi; Rahimi, 2021; Varelas et al., 2022a).

Entretanto, ¢ importante considerar que as fun¢des imunoldgicas podem variar
geograficamente entre as populagdes com Doenca Falciforme (DF), particularmente entre
aquelas no Ocidente e na Africa Subsaariana. Isso se deve a diferentes exposi¢des ambientais,
como a prevaléncia de malaria e outras infec¢des endémicas na Africa Subsaariana, que
exercem influéncia direta sobre o sistema imunolégico. E essencial levar em conta as diferencas
regionais ao planejar estratégias eficazes de vacinagdo. Na regido Subsaariana, onde a
incidéncia de Doenca Falciforme e doencgas infecciosas endémicas, incluindo a malaria, ¢ a
mais alta do mundo, ambos os fatores podem ter um impacto direto na eficicia das vacinas,
tornando a compreensdo regional fundamental para o planejamento de vacinagdo eficaz

(Balandya et al., 2016a; Varelas et al., 2022a).

Pesquisas recentes langaram luz sobre o impacto potencial da vacinagao contra SARS-
CoV-2 em pacientes com AF, que geralmente sdo considerados como tendo o sistema
imunolégico comprometido. Um estudo observou que adultos diagnosticados com Doenga
Falciforme e COVID-19 exibem uma resposta de IgG mais forte e duradoura apos a vacinagao
quando comparados a individuos sem a doenca falciforme que compartilham caracteristicas
demograficas semelhantes (Nakahara et al., 2023). Outro estudo confirmou o aumento da
reacdo de IgG, observando que individuos com doenga falciforme exibiram uma geragdo de
IgG mais pronunciada e prolongada apds a vacinacgdo, indicando uma variacdo nas reagoes
imunes a diversas vacinas. Apesar dessa diferenca, a atividade neutralizante contra o virus

mostrou-se comparavel em ambos os grupos (Han; Saraf; Gordeuk, 2023a).

Foi constatado que cerca de 85% dos pacientes com hemoglobinopatias desenvolvem
uma resposta de anticorpos neutralizantes apds serem vacinados contra a COVID-19. Contudo,
essa resposta ¢ notavelmente influenciada pela historia de infec¢ao prévia e pelo numero de

doses administradas (Radhwi et al, 2022). E crucial destacar que a resposta é
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predominantemente heterogénea, com valores discrepantes de anticorpos, mesmo apds a
administracdo de duas doses da vacina. Dado que a maioria dos pacientes com AF ¢
categorizada como imunocomprometida devido ao estado hipoesplénico ou a
autoesplenectomia, bem como a presenga de defeitos na resposta imune celular. Isso ocorre
porque a rea¢do hiperimune ou a tempestade de citocinas tem sido identificada como a principal

causa de casos graves de COVID-19 (Al-Ansari et al., 2022).

Em outro estudo observacional de carater prospectivo avaliando os niveis séricos de
anticorpos em individuos com SCD e talassemia dependente de transfusdo, revelando que
ambas as coortes geraram anticorpos IgG anti-Spike suficientes apos a vacinagdo com mRNA
COVID-19 da Pfizer-BioNTech (Giatagantzidou et al., 2022). Na resposta imune em pacientes
com SCD, observa-se entdo com base em outro estudo que a maioria alcangou niveis adequados
de anticorpos neutralizantes apds a segunda dose da vacina de mRNA, com alguma correlacao
com a ativagdo do complemento (Varelas et al., 2022b, 2022c). Foi demonstrado que véarios
fatores, como ativacdo do complemento e derrames vasculares anteriores, afetam o resultado
geral. Em conjunto, esses resultados indicam que, embora os pacientes com doenca falciforme
possam produzir uma forte resposta de anticorpos a vacinacdo contra SARS-CoV-2, essa
resposta pode ser afetada pelas caracteristicas de satide individuais e pelo tipo especifico de

vacina usada (Giatagantzidou et al., 2022).

Em relagdo a resposta imunolégicas induzidas por vacina contraa COVID-19, pesquisas
indicaram que a variante Omicron (B.1.1.529), possui uma distancia antigénica ainda mais
expressiva em relagdo ao virus ancestral, quando comparado as variantes Beta e Delta. Como
consequéncia, ficou evidente uma reducdo acentuada na eficicia protetora das vacinas
anteriores contra o Omicron (Araf et al., 2022; Zhou et al., 2022). No entanto, a reduzida
sensibilidade dos anticorpos neutralizantes as principais proteinas virais das variantes,
incluindo a variante Omicron do SARS-CoV-2, resultou em um aumento dos riscos de escape
imunologico e na diminui¢do da eficacia da vacina. Dessa forma se fez necessaria a aderéncia
de doses de reforco das vacinas contra a COVID-19 (Araf et al., 2022; Creech; Walker;
Samuels, 2021).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a resposta imunologica celular induzida pela vacinagio contra a COVID-19 em
pacientes com doenca falciforme, por meio da imunofenotipagem de células T e B e dosagem
de biomarcadores imunologicos circulantes.

3.2. Objetivos especificos

e (aracterizar os subtipos de linfocitos T e B por citometria de fluxo apds a vacinagao,
com base na expressao de CD45RA, CCR7 e CD27, identificando os compartimentos
naive, memoria central, memoria efetora e TEMRA.

e Avaliar a expressdao de marcadores de ativagdo em células T e B dos pacientes com
Doenga Falciforme apds a vacina.

e Analisar o perfil de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento no plasma dos
pacientes com DF utilizando a plataforma Luminex.

e (Correlacionar os dados imunoldgicos (imunofendtipo e biomarcadores) com parametros
clinicos dos pacientes, com o estado clinico de crise e estado estacionario.

e Comparar os resultados dos pacientes com Doenca Falciforme com um grupo controle

de individuos saudaveis vacinados contra a COVID-19.
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4. METODOLOGIA

4.1. Aspectos Kticos
Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Fundagdo
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), sob o nimero de
parecer: 5.414.049, e estd em conformidade com as diretrizes estabelecidas na Resolucao
466/12 do Conselho Nacional de Satide (Apéndice A). A participacdo dos pacientes no estudo
ocorreu ap6s a devida assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE,

Apéndice B) e/ou do Termo de Assentimento Livre Esclarecido (TALE, Apéndice C).

4.2. Amostragem
A amostra do estudo foi composta por pacientes com doenga falciforme de carater
homozigoto (anemia falciforme, genotipo SS) e heterozigoto (gendtipo S/P talassemia) que
buscaram atendimento voluntariamente ou por urgéncia médica, e que receberam tratamento na
Fundagao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM durante o

periodo de abril de 2023 a margo de 2024.

4.3. Tipo de Estudo

Este estudo € do tipo transversal e possui abordagem descritiva e analitica. Envolve a
coleta de amostras de pacientes em crise vaso-oclusiva e em estado estacionario de pacientes
com Doenca falciforme, e teve como objetivo avaliar os dados clinicos e laboratoriais. Para
realizar a caracterizagdo, foram coletadas informagdes dos prontudrios médicos por meio do

Servi¢o de Arquivo Médico (SAME).

4.4. Recrutamento de pacientes e doadores saudaveis

Os pacientes foram recrutados durante suas consultas ambulatoriais na Fundacao
HEMOAM. Inicialmente, foi solicitada a assinatura do TCLE ap6s uma explicagao do projeto.
O paciente que concordou em participar do estudo foi aplicado um questiondrio para coletar
informacdes sociodemograficas e clinicas (Apéndice D). No caso de os pacientes que nao
possuiam determinadas informacgdes essenciais, como os dados sociodemograficos, clinicos ou
referentes a vacinacao contra a COVID-19, foram entao obtidos a partir dos prontudrios fisicos

e eletronicos.
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Ao grupo de individuos saudaveis, sao doadores de sangue regulares (>3 doagdes)
pareados por idade e sexo, sem comorbidades hematoldgicas ou imunossupressoras, com 0
esquema vacinal contra a COVID-19 completo (trés ou quatro doses). A este grupo foram

atendidos no bloco C da doa¢ao de sangue do HEMOAM.

Em ambos os grupos, os pacientes e doadores foram abordados pela equipe de pesquisa,
0s quais apresentavam o termo de consentimento/assentimento e questionario contendo

informacgodes sociodemograficas e clinicas.

4.5. Imunizaciao contra a COVID-19

No periodo de 2021 a 2023, os participantes do estudo foram imunizados contra a
COVID-19 conforme disponibilidade das vacinas pelo Programa Nacional de Imunizagdes
(PNI) do Ministério da Satde. Foram utilizadas quatro plataformas vacinais distintas:
CoronaVac  (Sinovac/Butantan), composta por virus inativado, = ChAdOx1-S
(AstraZeneca/Fiocruz), desenvolvida com vetor viral recombinante de adenovirus;
Ad26.COV2.S (Janssen/Johnson & Johnson), também de plataforma de vetor viral; e
BNT162b2 (Pfizer/BioNTech), baseada em RNA mensageiro (mRNA).

Do total de 77 participantes vacinados, 27 (37%) receberam a CoronaVac, 27 (37%) a
Pfizer, 18 (24,7%) a AstraZeneca/Fiocruz e 1 (1,4%) a Janssen. A distribuicdo por tipo de
vacina ndo foi utilizada como varidvel de estratificagdo nas analises principais deste estudo,
constituindo, portanto, uma limitagdo a ser considerada na interpretagao dos resultados. Estudos
futuros com maior poder amostral poderdo avaliar o impacto diferencial de cada plataforma

vacinal na resposta imunolédgica de pacientes com Doenca Falciforme.

4.6. Critérios de Elegibilidade

4.6.1. Critério de Inclusao

Foram incluidos pacientes com o diagndstico de doenca falciforme (SS e SB), maiores
de 12 anos de idade, que aceitaram participar do projeto através da assinatura do TCLE e/ou
TALE, incluidos em estado estaciondrio e em crise vaso-oclusiva. Foram elegiveis pacientes

que tomaram qualquer vacina contra a COVID-19, sendo da primeira a quarta dose.

Ao grupo de doadores, foram incluidos aqueles aprovados na triagem clinica da

Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - FHEMOAM.
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4.6.2. Critério de Exclusdo
Foram excluidos os pacientes que ndo atenderam as especificidades da pesquisa, bem
como aqueles com prontudrios incompletos e/ou por razdo particular em qualquer momento ou

motivo desejaram desistir da pesquisa.

4.6.3. Critério de ndo-inclusao
Nao foram inclusos pacientes e doadores (as) gestantes, e também os que ndo

corresponderam aos critérios de inclusdo de ambos os grupos.

4.7. Coleta de Material Biologico

Ap0s a obtencdo da assinatura do TCLE e a conclusdo do questionario, os pacientes
foram encaminhados ao Laboratorio de Andlises Clinicas (LAC) e/ou no setor de pronto
atendimento de urgéncia e emergéncia da Fundagio HEMOAM. As coletas de amostras foram
realizadas por profissionais treinados da propria Fundagao, por pung¢ao de veia periférica ou por
cateter venoso central, sendo que neste caso um volume de 2 ml foi descartado. A técnica
empregada seguiu os procedimentos operacionais padrao da instituicdo, minimizando o uso de
garroteamento e evitando traumas desnecessarios. Foram obtidos 9 mL de sangue, distribuidos
entre um tubo de EDTA (4 mL), para confec¢dao do hemograma e imunofenotipagem dos
linfécitos T e B, e um tubo com gel separador (5 mL), para a quantificacdo de moléculas

circulantes e anticorpos especificos anti-SARS-CoV-2.

Para o grupo saudével, a abordagem ocorreu durante a doacdo de sangue, em que
foram coletados do sangue periférico 5 mL em um tubo com EDTA K2 e um tubo de gel

separador para a execu¢do dos mesmos procedimentos acima citados.

4.8. Contagem dos indices hematimétricos — Hemograma
O sistema ADVIA 21201, operante no departamento de hematologia da Fundacao
HEMOAM, foi empregado para realizar a contagem dos indices hematimétricos a partir de
amostras de sangue coletadas dos pacientes e doadores em tubos contendo EDTA.
4.9. Imunofenotipagem
Foi utilizada a técnica de Imunofenotipagem e citometria de fluxo para identificar e
analisar o perfil das populagdes de linfocitos T ¢ B em cada ponto de acompanhamento. Esse

processo envolve o uso de anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos que sdo especificos

para marcadores que indicam o estagio de maturagdo e ativacdo das células do sistema
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imunolégico, o painel de anticorpos e fluorocromos usados estd descrito no quadro 2,

enquanto que o protocolo para imunofenotipagem esta no anexo (Apéndice E).

Quadro 2: Painel de anticorpos conjugados aos respectivos fluorocromos, e seus valores aplicados nos tubos para
cada paciente.

Tubos Célula Anticorpo
1 Controle Negativo -
Anti-CD3 (PC5.5)
Anti-CD8 (PE)
Anti-45RA (PE-Cy7)
Anti-CD27 (APC-H7)
Anti-CCR7 (APC)
Anti-CD4 (FITC)
Anti-IgD (FITC)
Anti-CD19 (PE)
Anti-CD38 (PC 7)
Anti-HLA-DR (PE-Cy7)
Anti-IgM (APC)
Anti-CD27 (APC-H7)

2 Linfocitos T

3 Linfocito B

A aquisi¢do foi realizada no citometro de fluxo FACSCanto 11 da BD, localizado no
laboratorio de marcadores celulares da Fundagao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas. A andlise dos dados gerados foi realizada pelo software FlowJo v.10.8 para
marcagdo das gates e identificagdo das populacdes celulares. Os valores percentuais foram
armazenados no banco de dados para posterior andlise estatistica. Os leucdcitos foram
separados primeiramente com base nos parametros de Forward Scatter (FSC) e Side Scatter
(SSC), onde posteriormente foram eliminadas as heméacias nao lisadas, com base no pequeno
tamanho e complexidade.

Posteriormente, foi empregada uma gate diferente para cada subpopulagdo de célula.
Finalmente, a andlise dos respectivos marcadores de superficie foi realizada dentro das
subpopulacdes de T ativada (CD3+CD8+/CD4+CD27+), T naive
(CD3+CD8+/CD4+CCR7+CD45RA+), Célula T de  memoria  central-TCM
(CD3+CD8+/CD4+CCR7+CD45RA-), Célula T de memoria efetora-TEM
(CD3+CD8+/CD4+CCR7-CD45RA-) e Célula T de memoria terminalmente efetora-TEMRA
(CD3+CD8+/CD4+CCR7-CD45RA+), conforme apresentado no diagrama abaixo.
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Figura 4. Estratégia de gating para identificagdo e caracterizagdo fenotipica de subpopulagdes de
Linfocitos T por citometria de fluxo.
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Legenda: Os eventos celulares foram inicialmente selecionados com base nos parametros FSC-A e SSC-A para
defini¢do da populacdo leucocitaria e exclusdo de debris (A), seguida do gating de linfécitos (B). A populagdo de
linfocitos T foi entdo identificada pela expressdo de CD3 (C). A partir das células CD3", foram definidas as
subpopulagdes T CD4* (D) e T CDS8* (E). Dentro de cada subpopulagao, foram caracterizadas as células T ativadas
(CD27+, F e H) e os fendtipos de diferenciagdo com base na expressdo combinada de CCR7 e CD45RA (G e 1),
permitindo a identificagdo de células T naive (CCR7'CD45RA"), memoria central — TCM (CCR7'*CD45RA"),
memoria efetora — TEM (CCR7-CD45RA") e memoria terminalmente efetora — TEMRA (CCR7"CD45RA™Y),
conforme ilustrado no diagrama.

Os linfocitos T CD4* e CD8" foram classificados em subpopulagdes naive, memoria
central, memoria efetora e TEMRA com base na expressao de CD45RA e CCR7. A expressao
de CD27 foi utilizada para andlise adicional do grau de diferenciagdo dentro dos

compartimentos de memoria.

Para os linfocitos B, foram marcados os linfocitos B convencionais (CD19+), linfécitos B
virgens (CD19+IgM+), células B de transicdo recém-formadas (CD19+CD27-), células B de
memoria (CD19+CD27+), linfocitos B de memoéria ndo comutadas (CD19+IgM+CD27+), e
comutadas classica (CD19+IgD-CD27+) e atipica (CD19+IgD-CD27-), plasmablastos
(CD19+CD38"IgD-HLA-DR+). A estratégia de gating utilizada estd descrita na Figura 5. A

analise de linfécitos B ainda passa por uma revisdo na analise para compor o produto final da tese.
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Figura S. Estratégia de gating para identificagdo e caracterizagdo fenotipica de subpopulagdes de
Linfocitos B por citometria de fluxo
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Legenda: Para a caracterizagao de linfocitos B, os eventos celulares foram inicialmente selecionados com base
nos parametros FSC-A e SSC-A para defini¢do da populagdo leucocitaria e exclusdo de debris (A), seguida do
gating de linfocitos (B). A populagdo de linfocitos B foi entdo identificada pela expressdo de CD19 (C). A partir
das células CD19+, foram definidas as subpopulagdes B naive (D) e linfocitos B de transi¢do recém-formadas e
de memoria (E). A partir dessas caracterizacdes foram observadas também as células B de memoria comutadas
classicas (F) e células B de memoria ndo comutadas (G). Seguida da caracterizacdo de linfocitos B de memoria
atipicas (H) e Plasmablastos (I). CD: Cluster de diferenciagdo; LB: Linfécitos B; [gM: Imunoglobulina do tipo M;
IgD: Imunoglobulina do tipo D; HLA: Antigeno Leucocitario Humano; FSC: Forward Scatter; SSC: Side Scatter.
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4.10. Dosagem de citocinas

O perfil de citocinas foi avaliado através da técnica de Luminex Multiplex Assay
utilizando o kit Cytokin Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-plex Assay, seguindo as
recomendagdes do fabricante, da empresa Bio-rad, para dosar 27 moléculas de sinalizagao de
células de citocinas e quimiocinas em eventos extracelulares complexos e vias de sinalizagao,
que inclui no painel as seguintes moléculas: FGF basico, Eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IFN-y,
IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL- 5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-
17A, IP-10, MCP-1 (MCAF), MIP-1a, MIP-1B3, PDGF-BB, RANTES, TNF-a, VEGF. A
aquisicao dos resultados ocorreu no equipamento Luminex 200 System, localizado no
laboratorio de Instituto René Rachou (FIOCRUZ/MG). Para determinar a concentracao de
cada molécula, foi utilizado o software Bio-Plex Manager, para posterior armazenamento no
banco de dados para analise estatistica.

Essas moléculas foram dosadas pela técnica de Luminex, que emprega beads
magnéticas com diferentes intensidades de fluorescéncia, conjugadas a anticorpos especificos
para cada molécula analisada. Os valores das concentracdes foram utilizados para o
armazenamento dos dados e posterior analise estatistica.

4.11. Analises Estatisticas

Os resultados obtidos foram organizados e tabulados no software Microsoft Excel e, em
seguida, foram transferidos para o programa GraphPad Prism v.9.0, que foi empregado para
conduzir as andlises estatisticas. Antes de escolher o plano estatistico adequado, foi realizado o
teste de normalidade de Shapiro-Wilk para verificar a distribui¢do dos dados. Foi criado uma
tabela com os dados sociodemograficos, clinicos e laboratoriais, além dos imunizantes dos
pacientes (Tabela 1). Em relacdo aos dados hematimétricos, os hemogramas foram analisados
e conforme o teste de normalidade foi atribuido assim o conjunto de dados nao-paramétricos.

Logo, foi utilizado o teste de Mann-Whitney nesses dados.
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5. RESULTADOS

Ao finalizar o periodo de coletas, e aplicacdo dos critérios estabelecidos na literatura,
foram incluidos neste estudo 73 pacientes. Entre estes, 73 pacientes sdo de doenga falciforme
com genotipo SS, distribuidos entre estado estaciondrio (EE, n=27) e crise vaso-oclusiva (CVO,
n=23). Enquanto que 23 sdo de pacientes com S/B-talassemia, distribuidos em EE (n=11) e

CVO (n=13).

Na Tabela 1, foram categorizados as variaveis sociodemograficas e clinicas dos
pacientes SS e SP talassémicos, onde foi apresentado a mediana dos grupos distribuidos entre
os pacientes. A idade mediana dos grupos foi de 23 a 28 anos, sendo mais prevalente o publico
feminino, autodeclarados pardos, com a prevaléncia de residéncia na capital do Amazonas,

Manaus. O tipo sanguineo mais prevalente foi o “O” positivo.

Tabela 1: Variaveis sociodemograficas e clinicas dos pacientes com doenga falciforme.

. SS (n=50) SB (n=23)

Varidvel EE (n=27) CVO (n=23) EE (n=11) CVO (n=12)
Idade, mediana [11Q] 23 [17-35] 23 [18-38] 23 [17-37] 28 [17-38]
Sexo, n (%)
Masculino 13 6 4 6
Feminino 14 17 7 6
Cor de pele autodeclarada, n
Pardo 22 17 10 9
Preto 3 3 - 2
Branco 2 2 1 1
Amarelo - 1 - -
Local de residéncia, n
Manaus 16 17 7 5
Interior do Amazonas 7 3 1 4
Outro estado 4 2 3 3
Outro pais - 1 - -
Tipo sanguineo, n
O+ 13 17 7 5
O- - 1 2 2
A+ 4 3 1 2
A- 1 2 - -
B+ 4 - - 2
AB+ 2 - 1 -
Sem registro* 3 - - 1

Legenda: EE: Estado Estacionario; CVO: Crise vaso-oclusiva; n: Quantitativo de pacientes; SS: Gendtipo
homozigoto para hemoglobina SS; SB: gendtipo heterozigoto para hemoglobina S com beta-talassemia; *Sem
registros de tipo sanguineo no banco de dados da Fundagao.

Na tabela 2, onde apresenta o status vacinal dos pacientes, ¢ observado que a maior parte

dos participantes deste estudo tomaram as vacinas contra a COVID-19, sendo a maior
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prevaléncia o comprometimento maior com o esquema vacinal de duas doses, em comparagao

com as quatro doses. Além disso, os pacientes, majoritariamente nao apresentaram reagdes pos-

vacina.
Tabela 2: Status Vacinal dos pacientes com doenca falciforme.
SS (n=50) SB (n=23)
Variavel
EE (n=27) CVO (n=23) EE (n=11) CVO (n=12)

Imunizantes da COVID-19, n

Duas doses 26 16 11 11
Quatro doses 5 4 6 2
Reagbes apés a vacina, n

Sim 11 15 2 4
Nao 15 6 8 6

Legenda: EE: Estado Estacionario; CVO: Crise vaso-oclusiva; EE: Estado Estacionario; CVO: Crise vaso-
oclusiva; n: Quantitativo de pacientes; SS: Genotipo homozigoto para hemoglobina SS; SB: genotipo heterozigoto
para hemoglobina S com beta-talassemia.

Dentro das variaveis laboratoriais, onde foi categorizado em eritrograma, leucograma e
plaquetograma. Foi observado no eritrograma uma redugdo significativa do parametro de
eritrocitos totais no estado estacionario menor de pacientes com anemia falciforme em
compara¢do com S/P talassémicos (p=0.0178). Pacientes com S/B talassemia em EE e CVO
apresentaram HCM (c. 0,0108; d: 0,0175) e VCM (c: 0.0070; d: 0.0175) reduzidos em
comparagdo com pacientes com anemia falciforme.

No leucograma, foi possivel observar uma leucocitose (0,0114) e neutrofilia (0,0035)
em pacientes com anemia falciforme em crise em comparagao com o estado estacionario do
mesmo grupo. No plaquetograma, foi observado uma redugdo no tamanho das plaquetas de

pacientes em EE S/f talassemia em comparacao com EE de AF (0,03546).

Tabela 3: Variaveis laboratoriais dos pacientes com anemia falciforme e S/f3 talassémicos.

Variaveis, SS (n=50) S (n=23) Valor de
média [DP] EE (n=26%) \ CVO (n=23) EE (n=11) \ CVO (n=12) -
Eritrograma

a: 0.4628
. b: 0.1864

RBC (x10uL) 2,42 [0.53] 2,3710,33] 3,0 [0,71] 2.6 [0611 | . 9. 0178+
d: 0.1352
a: 0.6069
, b: 0,1053
Hemoglobina (g/dL) 8,0[1,41] 7,874 [1,07] 8,25 [1,05] 748 [1,12] c: 0,6866
d: 0,3227
.. a: 0,3717
Hematocrito (%) 24,53 [4,22] 23,59 [2,86] 25,45 [2,90] 2298 [3.38] | . 0,0748
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c: 0,5157
d: 0,5745

HCM (pg)

33,24 [5,9]

33,27 [10,75]

28,36 [4,95]

29,4 [5,36]

a: 0,9781
b: 0,6362
:0,0108*
:0,0175*

VCM (f/L)

100,9 [13,11]

100.1 [3,73]

87,36 [13,13]

89,84 [13,7]

8 a0

:0.8179
:0.6630
0.0070%*
: 0.0175*

CHCM (g/dL)

32,82[1,52]

33,32 [0,84]

32,6 [1,33]

32,72 [1,59]

0.1680
:0.8516
0.6819
:0.1484

RDW (%)

20,16 [2,34]

20,91 [3,60]

20,53 [2,10]

20,22 [2,04]

0.3890
:0.7236
:0.6586
:0.5442

coslacorlae o

HDW (g/dL)

4,1410,71]

3,83 [0,74]

4,11 [0,49]

4,35 [0,46]

1 0.1404
:0.2570
:0.9089
: 0.0360*

(SR a1 [N

(=7

Leucograma

WBC (x10°/uL)

9,73 [2.68]

12,61 [4,76]

8,68 [2,90]

10,59 [4,20]

0,0114*
:0.2246
0.2985
:0.2272

Neutrofilo (x103/uL)

4,54 [1.98]

7,36 [4,18]

4,62 [1,86]

5,85 [3,98]

: 0.0035%*
:0.3644
:0.9062
: 0.3081

Linfécito (x10*/uL)

3,54 [1,12]

3,77 [1,31]

2,85[1,15]

3,06 [1,66]

:0.5091
:0.7281
:0.0999
:0.1750

Monécito (x10°/uL)

0,74 [0,31]

0,81 [0,25]

0,65 [0,27]

0,693 [0,35]

0.4163
:0.7842
0.4167
:0.2470

Eosinéfilo (x103/pL)

0,52 [0,63]

0,25 [0,26]

0,23 [0,21]

0,62 [1,221]

0.0651
:0.3124
0.1500
:0.1729

Basofilo (x10%/uL)

0,054 [0,03]

0,0452 [0,028]

0,061 [0,041]

0,057 [0,050]

0.2953
:0.8257
1 0.5407
:0.3623

caogogplacorlacoplacoslacodlan o

Plaquetograma

PLT (x103/uL)

373.8 [144.5]

403 [132,5]

334,7 [208,9]

357,7 [134,8]

:0.4673
:0.7553
:0.5153

VPM (fIL)

8.14 [0.70]

8,34 [0,68]

7,61 [0,54]

8,0 [0,57]

:0.3186

:0.1170

:0.0354*
d: 0.1467

a
b
c
d: 0.3463
a
b
c

Legenda: EE: Estado Estacionario; CVO: Crise vaso-oclusiva; DP: Desvio Padrao; RBC: Eritrocitos totais; HGB:
Hemoglobina; HCT: Hematocrito, HCM: Média Corpuscular de hemoglobina; VCM: Volume Corpuscular Médio;
CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; RDW: Amplitude de distribui¢do dos eritrocitos;
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HDW: Amplitude de distribui¢do de Hemoglobina. a: SS — EE vs CVO; b: SB — EE vs CVO; ¢: SS, SB — EE; d:
SS, SB — CVO; *Um individuo ndo apresentou os resultados do hemograma.

A imunidade celular adaptativa dos linfocitos sdo fundamentais para a resposta
imunoldgica e no contexto geral, ao avaliarmos essa populagcdo de células (Figura 6) os
linfécitos T totais (CD3*), observou-se uma reducao significativa na frequéncia de linfocitos T
totais no grupo DF em comparacdo ao grupo controle. A frequéncia total de linfocitos T CD4*
encontra-se significativamente reduzida no grupo DF em relagao ao grupo controle (GC).

Em relagdo as subpopulagdes de células T CD4+, as populagdes naive ¢ TEMRA
apresentaram uma reducao significativa em comparagao com o grupo controle (GC), sugerindo
diminui¢do da reserva imunoldgica e possivel envelhecimento ou ativagao precoce do sistema
imune e alteragdes no processo de diferenciacdo celular terminal. Enquanto que a populagdo de
células de memoria central (TCM) e células de memoria efetora (TEM), foi observado um
aumento significativo que pode ser decorrente de antigenos recorrentes e um perfil de ativagao
imunoldgica persistente.

De forma semelhante ao observado para as células T CD4*, a populagdo total de
linfécitos T CD8* encontra-se significativamente reduzida no grupo DF quando comparada ao
grupo controle, indicando um impacto da doenca também sobre o perfil citotoxico. Quando
observamos as subpopulacdes naive que se apresentam reduzidas no grupo dos pacientes pode
reforcar uma exposi¢do continua a antigenos, sugerindo uma diferenciagdo maior dessas
células. Outros perfis como TCM, TEM e TEMRA, apresentam redugdo significativa
comparada ao grupo controle, que pode sugerir uma transi¢ao acelerada das células de memoria
centra (TCM) para perfis mais diferenciados, enquanto que um carater mais citotoxico ativado,
caracteristico de inflamagao cronica decorrente da doenca pode explicar a reducdo das células
de memoria efetora (TEM) e também uma exaustdo imunologica na diferenciagdo terminal das

células CD8+ (TEMRA).
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Figura 6. Populagdo de linfocitos T CD4+ e CD8+ e suas subpopulagdes: naive, TEM, TCM ¢ TEMRA nos
pacientes com Doenga falciforme e o grupo controle
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Legenda: Populacdo e subpopulagdes de células T CD4+ e T CD8+ distribuidas por imunofendtipo de virgens —
naive (CD45RA+CCR7+), células T de memoria central - TCM (CD45RA-CCR7+), células T de memoria efetora
- TEM (CD45RA-CCR7-) e células T terminalmente efetora - TEMRA (CD45RA+CCR?7-). Foi utilizado o Teste
de Mann-Whitney para comparagdo de dois grupos, sendo o grupo controle (CT) representado pela cor azul e
grupo falciforme (DF) representados pela cor vermelho. As medianas e quartis, além de outliers estdo sendo
expressos por graficos de dot plot. * equivale a p<0,05, ** equivale a p<0,01, *** equivale a p<0,001 e ****
equivale a p<0,001; % percentual da populagdo ou subpopulagdo de células;
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Ao analisarmos as moléculas envolvidas na doenga falciforme (Figura 7), foi atribuido
um grupo controle de individuos clinicamente saudaveis para servir como referéncia. Sendo
assim, foram analisadas 27 moléculas de contextos pr6 e anti-inflamatorias (regulatorias),
quimiocinas e fatores de crescimento.

Entre as quimiocinas —a CCL3 e a CXCL10 se apresentaram elevadas em comparagao
com o grupo controle (GC), enquanto que a CCL4, CCL2 e CCLS5 ja apresentam uma queda
em comparagdo com o GC. A CCL11 e a CXCLS8 nao apresentaram diferencgas significativas
em relacdo ao GC.

Nas citocinas pro-inflamatorias, IL-18, IL-12, IFN-y e TNF-o apresentaram-se
reduzidas em ambos os grupos de pacientes (SS e SB) em comparacdo com o GC, enquanto que
IL-6 se apresentou elevada em ambos os grupos em comparagdao com GC. A IL-15 apresentou-
se elevada somente no grupo SS em comparagao com GC, enquanto a IL-17 ndo apresentou
diferengas significativas entre os grupos.

Nas moléculas regulatorias, IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 apresentaram
alteragdes, sendo o grupo de pacientes apresentando uma concentragao reduzida em todas as
moléculas em comparacdo com GC.

Os fatores de crescimento também apresentaram distingdo em suas concentragdes,
sendo o PDGF reduzido no grupo de pacientes em comparagdao com o GC e o G-CSF elevado
no grupo de pacientes em comparagao com GC. FGF-basic, VEGF, GM-CSF, IL-2 e IL-7 nao

apresentaram diferencas significativas em rela¢ao ao GC.



Figura 7: Perfil dos Mediadores Imunologicos Séricos na Doenga Falciforme
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Legenda: Os niveis de quimiocinas, citocinas pré-inflamatdrias, citocinas regulatorias e fatores de crescimento
foram quantificados a partir de amostras de soro, e comparadas de acordo com os grupos: GC (Grupo Controle),
SS (pacientes com Doenga Falciforme com caracteristicas fenotipicas semelhantes ao genotipo SS) e SPB (pacientes
com Doenca Falciforme com caracteristicas fenotipicas semelhantes ao genétipo SP). A medi¢ao dos mediadores
foi realizada pela plataforma Luminex Bio-plex, descrita em Materiais e Métodos. Os resultados sdo apresentados
em graficos de barras expressando os valores medianos de cada grupo. As analises foram realizadas empregando
o teste de Mann-Whitney ¢ os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. Os
niveis de significancia foram representados por * ¢ indicadas da seguinte forma: * equivale a p<0,05, ** equivale
a p<0,01, *** equivale a p<0,001 e **** equivale a p<0,001. As analises foram realizadas de acordo com as
seguintes comparagoes: GC vs SS, GC vs SB, e SS vs SB.

Na Figura 8, dentro do perfil das quimiocinas, para CCL11, nota-se que o grupo AF se
apresentou mais elevado durante o perfil EE e reduzido em crise em comparagao com o EE. J&
para o CXCLS, apresentou-se elevado em SS-EE e SS-CVO reduzido em comparacdo com GC
e SS-EE. O grupo de SB-CVO apresentou-se reduzido em comparagdo com SS-EE. Na
quimiocina CCL3, temos um aumento consideravel em todos os grupos de pacientes com AF e
SB em comparagdo com o grupo GC.

O CCLA4, dentro do grupo de crise (SS-CVO e SB-CVO) se apresentou se apresentaram
reduzidos em comparagdo com GC e SS-EE. No perfil de CCL2, os grupos de pacientes tanto

de AF quanto de SP se apresentaram reduzidos em comparacao com GC, e os pacientes em SS-
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CVO reduzidos em comparac¢ao com o SS-EE. No CCLS5, os pacientes em crise (SS-CVO e SB-
CVO) e apresentaram reduzidos em comparagdo com o grupo GC e o grupo SS-EE. Ja o perfil
de CXCLI10, foi observado um aumento da concentragdo em todos os grupos de pacientes em
comparacao com GC.

Na crise da AF (SS-CVO), IL-1 beta, TNF-alfa, IL-12, [FN-gama e IL-17 apresentaram
reducdo significativa comparado com GC. Na IL-6, tanto os pacientes com AF e SB em EE e
CVO apresentaram um aumento significativo comparado com GC. E em AF, IL-6, IL-12 e
TNF-alfa os pacientes em CVO demonstraram uma redu¢do em comparaciao com o perfil EE.
O TNF, o grupo em SB-CVO apresentou reducdo significativa em comparagdo com todos os
grupos: GC, SS-EE, SS-CVO e SB-EE.

Enquanto isso IL-12 apresentou um aumento significativo quando comparacdo SB-EE
com SS-CVO. E os pacientes em SB-CVO apresentaram uma redugao significativa comparada
com os pacientes com AF. Os pacientes em CVO (SS e SB) apresentaram uma redugdo de IL-
15 em comparagao com o perfil de SS-EE. Enquanto esse grupo (SS-EE) apresenta-se elevado
em comparagdo com GC. E para o perfil de IL-17, o grupo de SS-CVO apresentou redugdo em
comparacao com GC e SS-EE.

Nas citocinas regulatorias, IL-1RA e IL-4 apresentou reduzida em SS-CVO em
comparac¢ao com SS-EE e GC, e para IL-4, em SB-CVO reduzida com a mesma caracteristica.
Na IL-5, o grupo de SP foi que apresentaram maior altera¢do sendo caracteristicas de redugao
em comparagao com o grupo GC, SS-EE e SS-CVO. Em IL-9, foi observado uma concentragao
reduzida nos grupos: SS-CVO e SB-EE e SB CVO. O perfil de IL-10, apresentou uma queda
em todos os grupos de pacientes em comparagao com GC. Enquanto que IL-13 também estava
reduzido no grupo de pacientes.

Para os fatores de crescimento, PDGF apresentou redu¢do em todos os grupos de
pacientes comparado com os controles, enquanto que o G-CSF apresentou aumento em
pacientes SS em comparagdo com GC. GM-CSF, IL-2 e IL-7 apresentaram em SS-CVO
reducdo significativa comparado com GC. Em IL-7, o grupo SS-EE foi observado um leve
aumento comparacdo com GC, enquanto que nos grupos SB (SB-EE), foi observado um leve

aumento em comparacao com SS-CVO, e reduzindo no periodo de crise (SB-CVO).
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Figura 8: Perfil dos Mediadores Imunologicos Séricos de Acordo com Gravidade Clinica
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Legenda: Os niveis de quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, regulatorias e fatores de crescimento foram
analisados de acordo com a gravidade clinica da populagdo de estudo. A quantificagdo dos mediadores foi realizada
pela plataforma Luminex Bio-plex, descrita em Materiais e Métodos. Os resultados s@o apresentados em graficos
de box plot, representando a distribuicdo dos valores de cada mediador em cada grupo. A linha central do box
(caixa) indica a mediana (2° quartil); as extremidades da caixa correspondem ao primeiro e terceiro quartis; os
“whiskers” (linhas verticais acima da caixa), foram definidos como percentis 10 e 90, representando a dispersao
central dos dados; e os pontos ou plots (circulos, quadrados e tridngulos) isolados, indicam valores fora dos
percentis 10 e 90, ou seja, possiveis outliers. As comparagdes entre os grupos foram realizadas empregando o teste
de Mann-Whitney e os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. As diferencas
consideradas estatisticamente significantes foram representadas por letras, de acordo com as seguintes
comparagdes: *comparagdes vs GC; Pcomparagdes vs SS (EE); ‘comparagdes vs SS (CVO); Ycomparagdes vs S
(EE).

A analise das variacdes relativas (“fold change’) dos mediadores imunologicos séricos
(Figura 9), foi utilizado como valor basal considerado como referéncia 1,0, indicando auséncia
de diferenca relativa em relagdo ao GC (grupo controle). Assim, valores superiores a 1,0
refletem aumento e valores inferiores a 1,0 indicam redugao relativa. Os pacientes com gendtipo
SS apresentaram aumento marcado em diversos mediadores inflamatérios. Entre os mediadores

com maior magnitude de elevacdo destacam-se CCL3, CXCLI10, IL-6, IL-15 e G-CSF, que
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exibiram fold change entre 1-2 vezes, chegando em alguns casos perto de 4 vezes (IL-6) os

valores observados no GC.

O volcano plot confirma esses achados, com CCL3, CXCL10, IL-6, IL-15 ¢ G-CSF
posicionando-se no quadrante superior direito, o que denota aumento expressivo associado a

significancia estatistica (p<0,05).

De maneira semelhante ao observado no grupo SS, pacientes com genotipo SP também
exibiram elevagao consistente de multiplos mediadores inflamatoérios. IL-6 novamente
apresentou uma das maiores variagdes relativas, ultrapassando um fold change de
aproximadamente 4 vezes em relagdo ao GC. Outros mediadores com elevagdo destacada

incluem CCL3, CXCL10 e G-CSF, todos com fold change acima de 1,0.

O volcano plot deste grupo mostra que CXCL10, IL-6, CCL3 e G-CSF sao os
mediadores de maior relevancia, localizando-se no quadrante superior direito, indicando

simultaneamente alta magnitude de aumento e significancia estatistica.

Figura 9: Magnitude das Variagdes (Fold change) nos Mediadores Imunologicos Séricos na Doenga Falciforme

Magnitude das Variagdes (Fold Change) nos Mediadores Imunolégicos Séricos na Doenca Falciforme

(A) Magnitude da Variagdo de Acordo com a Mediana do GC (B) Magnitude da Variagdo vs Significancia
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Legenda: A variagao relativa ou “fold change” de cada mediador em cada grupo, foi calculada empregando a
mediana de cada molécula observada no grupo GC. Os valores sdo apresentados como variagdo relativa em cada
grupo, refletindo a magnitude da diferenca em relagdo a mediana do GC. A analise considerou o valor basal de
variagdo relativa igual a 1,0 como referéncia, sendo <1,0 indicativo de redugdo e >1,0 indicativo de aumento. Os
graficos de “fold change” estdo representados por plots e linhas suavizadas. Graficos de Volcano plot foram
elaborados para representar a relacdo entre a variagdo relativa dos mediadores imunologicos e a significancia
estatistica (p<0,05), obtida para cada molécula em cada grupo. A significancia estatistica representada nos graficos
foi derivada da analise comparativa onde empregou-se o teste de Mann-Whitney. O eixo X representa o valor de
Log 10 Fold change e indica a magnitude da diferenca de cada mediador em relagdo ao HC, enquanto o eixo Y -
Log10 valores de p, representa a significancia estatistica dessa diferenca. Dessa forma, mediadores com elevada
variagdo relativa ou “fold change” positivo ¢ alta significancia estatistica localizam-se no quadrante superior
direito, enquanto aqueles com elevada variagdo relativa ou “fold change” negativo e alta significancia estatistica
situam-se no quadrante superior esquerdo. Mediadores com variagdo relativa <1,0 e sem diferenca estatistica
significativa estdo destacados em cinza.

Dessa forma, quando foi realizado a analise utilizando como marcador de gravidade
clinica (Figura 10) os aspectos: estaciondrio e crise, foi observado que pacientes SS em estado
estacionario apresentaram elevagdo significativa de diversos mediadores inflamatorios. O
maior aumento foi observado para IL-6, com fold change acima de 5 vezes em relagdo ao GC,
seguido de elevacdes em CCL11, CXCL8, CXCL3, CXCL10, TNF-q, IL-15, todos com valores
>1,5-2,0.

O volcano plot mostrou que IL-6, CXCL10, CCL3, IL-15, CXCL8, TNF-a, CCL11, G-
CSF e IL-7, concentram-se no quadrante superior direito, indicando alta magnitude de aumento
acompanhada de significancia estatistica (p<0,05). Durante a CVO, observou-se um aumento
expressivo em IL-6 e CXCL10 destacaram-se com fold change elevado, além de CCL3 e IL-
10. No volcano plot, 1L-6 aparece como o mediador mais destacado, com significativa
magnitude de aumento e forte significancia estatistica. CXCL10, CCL3 e G-CSF também foram
relevantes.

A comparacao entre CVO e EE no genotipo SS revelou diferengas relacionadas ao
estado inflamatorio. A maioria dos mediadores apresentou fold changes proximos de 1,0, e com
alta significancia no volcano plot para os parametros de IL-9, TNF-a e IL-7 representando uma
diminui¢ao dessas moléculas.

Ao observar o genotipo S em EE, os pacientes SB em estado estacionario apresentaram
perfil inflamatério semelhante ao genotipo SS, porém com menor intensidade global. Os maiores
aumentos foram observados em IL-6, CCL3 e CXCL10, com valores entre 1,5 e 3,5 vezes o GC. No
volcano plot, mediadores como IL-6, CXCL10, CCL3 apresentaram significancia estatistica
relevante.

Durante a CVO, mediadores como IL-6, CXCL10 e CCL3 exibiram aumentos mais
acentuados, chegando a magnitudes acima de 1-3 vezes, evidenciando que a crise exerce

impacto inflamatorio mais pronunciado nesse genétipo. No volcano plot, 1L-6, CCL3 e
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CXCL10 novamente se destacam como os mediadores mais elevados e estatisticamente
significativos, refor¢cando seu papel central na resposta inflamatoria aguda.

A comparacao entre estados clinicos no genétipo SP revelou reducdes relativas
semelhantes ao genotipo SS. Foram observados: Reducao de TNF-a, IL-5, IL-7, CCL4 e
CXCLS, entre outras. O volcano plot mostra TNF-a como principal mediador diferencial entre

CVO e EE, com significancia estatistica consistente.

Figura 10: Magnitude das Variagdes (Fold change) nos Mediadores Imunoldgicos Séricos de Acordo com

Gravidade Clinica
Magnitude das Variagdes (Fold Change) nos Mediadores Imunolégicos Séricos de Acordo

com Gravidade Clinica

(A) Magnitude da Variagdo de Acordo com a Mediana . (B) Magnitude da Variagao vs Significancia
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Legenda: A variacdo relativa (“fold change”) de cada mediador em cada grupo foi calculada utilizando
inicialmente a mediana das concentragdes observadas no grupo GC, e depois, utilizando a mediana das
concentragdes observadas em SS (EE) e SB (EE) em cada subgrupo. Os valores sdo apresentados como variagdo
relativa, refletindo a magnitude da diferenca em relagdo a mediana do GC, SS (EE) e SP (EE). Considerou-se o
valor de referéncia igual a 1,0, sendo valores <1,0 indicativos de redugdo e valores >1,0 indicativos de aumento.
Os graficos de “fold change” sdo apresentados como plots com linhas suavizadas. Foram produzidos graficos do
tipo Volcano plot para representar a relagdo entre a variacao relativa dos mediadores imunologicos e a significancia
estatistica (p<0,05) obtida para cada molécula em cada grupo. A significancia apresentada nos graficos deriva de
analises comparativas conduzidas com o teste de Mann-Whitney. O eixo X representa o valor em Logl0 Fold
change da magnitude da diferen¢a de cada mediador em relagdo a sua respectiva comparacao, enquanto o eixo Y,
correspondente a -Log10 valores de p, expressa a significancia dessa diferenga. Assim, mediadores com variagdo
relativa elevada (fold change positivo) e alta significancia estatistica posicionam-se no quadrante superior direito,
enquanto aqueles com variagdo relativa elevada, porém negativa, ¢ alta significancia situam-se no quadrante
superior esquerdo. Ja os mediadores com variacdo relativa <1,0 e sem diferenca estatistica significativa aparecem
destacados em cinza.

A Figura 11 apresenta uma analise integrada do perfil de mediadores imunologicos
séricos em diferentes grupos avaliados: controles saudaveis (HC), anemia falciforme (SS),
talassemia com HbS (SP). Para o grafico de proporcao de Individuos Acima da Mediana Global
mostra que para cada citocina/quimiocina/fator de crescimento, a propor¢do de individuos em
cada grupo que apresentou valores acima da mediana global. O HC predominantemente
concentragdes menores, sendo pontos mais proximos a faixa cinza inferior. O SS apresenta os
maiores percentuais acima da mediana, indicando um estado inflamatério mais acentuado e o
SP apresenta um padrao intermediario entre HC e SS.

Abaixo deste grafico citado acima, ha um painel de assinatura ascendente destacando
os grupos. Os mediadores mais prevalentes entre HC sao: I1L-6, IL-15, CXCL10, CCL3, G-
CSF, VEGF, CCL11, TNF-a, FGF-basic, destacando uma reducao dessas moléculas de carater
inflamat6rio e um aumento das citocinas regulatorias e fatores de crescimento. O padrao mostra
uma assinatura menos inflamatoria.

Dentro do grupo SS — Anemia Falciforme, os mediadores com maior ascensao
incluem: Elevagdes marcantes em VEGF, CCL11, TNF-a, IL-15, G-CSF, CCL3, IL-6,
CXCL10. Com uma caracteristica de assinatura mais intensa, compativel com inflamagao
cronica e ativa, marcada por: citocinas pro-inflamatérias (IL-6, TNF-a) e quimiocinas de
recrutamento celular (CCL2, CCL3, CXCLS).

J&4 no grupo SPp — Talassemia com HbS, apresentam mediadores intermediarios, mas
com alguns marcadores notavelmente elevados: CCL11, CXCL10, G-CSF, CCL3 e IL-6. O
padrdo sugere um estado inflamatorio moderado, misto entre resposta Th1/Th2.

O heatmap (canto superior direito) organiza os mediadores em ordem e mostra o

gradiente de propor¢do de individuos acima da mediana global. Sendo os tons verdes (HC),

vermelho (SS) e laranja (SB), com o gradiente de coloracdo se intensificando em relacdo ao
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aumento e apassivar em relagdo a diminui¢do. Os mediadores mais intensamente alterados em
todos os grupos doentes sao: CCL3, CXCL10, IL-6, IL-15, IL-1RA, VEGF e G-CSF, indicando
ativacdo inflamatoria sist€mica.

O diagrama de Venn compara quais mediadores se destacam especificamente em cada
grupo e os que sdo compartilhados. Mediadores exclusivos de HC (23 mediadores):
Relacionados a equilibrio imunolégico e¢ menor inflamagdo. Os exclusivos de SS (3
mediadores): T IL-15, T VEGF e 1 TNF-a, esses marcadores sugerem processo inflamatorio
persistente e ativagdo endotelial. E a interse¢ao SS e SP (23 mediadores): Grande sobreposi¢ao

mostra que ambos tém assinatura inflamatoria semelhante, porém SS é mais intenso.

Figura 11: Assinatura dos Mediadores Imunologicos Séricos na Doenga Falciforme
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Legenda: As concentracdes de quimiocinas, citocinas pro-inflamatdrias, citocinas regulatérias e fatores de
crescimento foram analisadas pela plataforma Luminex Bio-plex, conforme descrito em Materiais € Métodos. A
Mediana Global foi calculada e utilizada como ponto de corte ou “cutt-off”, para representar a porcentagem de
individuos em cada grupo (GC, SS e SP) que apresentaram valores superiores ao ponto de corte definido. A area
sombreada em cinza destaca a faixa abaixo de 50%. Assim, o simbolo \_/ representa a assinatura ascendente dos
mediadores no grupo GC, o simbolo W representa a assinatura ascendente do grupo SS, e o simbolo & representa
a assinatura ascendente do grupo SB. A Assinatura Ascendente de Mediadores Imunolégicos foi realizada
utilizando a propor¢ao de individuos acima do ponto de corte, e as setas indicam um aumento ou diminui¢éo de
cada molécula em relag@o ao ponto de corte. O teste de Chi-square foi utilizado para analisar diferenca estatistica
(p<0,05) na comparacdo das propor¢des acima da mediana global analisadas em cada grupo vs GC, e vs SS. Os
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mediadores destacados com * sdo aqueles que apresentaram p<0,05 nas comparagdes vs GC, e os mediadores que
estdo sublinhados, sdo aqueles que apresentaram p<0,05 nas comparagdes vs SS. Colormaps classificados por
mediador imunoldgico foram elaborados para ilustrar as propor¢des acima do ponto de corte em cada grupo. A
analise por Diagrama de Venn foi realizada para identificar os mediadores imunolégicos acima do ponto de corte,
destacando aqueles compartilhados entre os grupos e os exclusivos de cada um.

Abordando o contexto de gravidade clinica com os mediadores imunolédgicos (Figura
12), ¢ possivel observar que existe uma propor¢ao crescente dos mediadores que demonstra
uma diferenga marcante entre os grupos doentes e os controles. Os individuos SS-CVO
apresentaram o maior numero de mediadores acima da mediana, seguidos por SS-EE, SB-CVO
e SB-EE, enquanto GC apresentou os menores valores. As flechas ao lado de cada painel
indicam se cada molécula estd aumentada ou diminuida em relacdo ao ponto de corte,
permitindo visualizar padrdes distintos de ativagao imunolédgica. Os grupos SS-CVO e SB-CVO
exibem um conjunto mais amplo de mediadores com significancia estatistica, refor¢cando o
papel da inflamagdo sistémica exacerbada durante a crise vaso-oclusiva.

O grupo GC apresenta a menor quantidade de mediadores acima da mediana global,
refletindo um perfil imunolédgico basal e pouco inflamatério. Enquanto pacientes com AF (SS-
EE) demonstram uma assinatura inflamatoria ja elevada mesmo em estado estacionario, com
aumento de citocinas como IL-4, VEGF, IL-17A, GM-CSF entre outros, além de quimiocinas
associadas ao recrutamento celular. J& na crise mostram uma assinatura mais intensa entre todos
os grupos, com mediadores pré-inflamatorios, quimiocinas e fatores de crescimento
amplamente elevados. Ha destaque para aumentos em IL-6, CCL3, CXCL10, G-CSF,
sinalizando hiperativa¢do imunoldgica durante a crise.

Nos pacientes com S dentro do perfil EE apresentam um perfil intermediario, com
aumento moderado de citocinas como CCL3, IL-1f3, IL-15 entre outros, sugerindo ativacao
inflamatéria mais branda em comparagao aos pacientes SS. Na crise (SB-CVO) exibe elevacao
significativa de mediadores como IL-6, CCL3, CXCL10, G-CSF, mostrando que individuos Sf3
também experimentam intensificacdo inflamatoria durante a crise, embora com um padrao
distinto de SS-CVO.

O diagrama de Venn apresenta os mediadores acima do ponto de corte que sdo
compartilhados ou exclusivos, dentro do grupo GC: 11 mediadores exclusivos, representando
um perfil imunolégico de baixa ativagao. SS-EE: 1 mediador exclusivo (VEGF). Os mediadores
compartilhados entre todos os grupos doentes sugerem eixos inflamatdrios centrais da
fisiopatologia falciforme, enquanto os exclusivos de cada condigdo revelam potenciais

marcadores de gravidade clinica.
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Figura 12: Assinatura dos Mediadores Imunologicos Séricos de Acordo com Gravidade Clinica
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Legenda: As concentracdes de quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, citocinas regulatérias e fatores de
crescimento foram analisadas pela plataforma Luminex Bio-plex, conforme descrito em Materiais € Métodos. A
Mediana Global foi calculada e utilizada como ponto de corte ou “cutt-off”, para representar a porcentagem de
individuos em cada subgrupo (GC, SS (EE), SS (CVO), SB (EE), SB (CVO) que apresentaram valores superiores
ao ponto de corte definido. A 4rea sombreada em cinza destaca a faixa abaixo de 50%. Assim, o simbolo

representa a assinatura ascendente dos mediadores no grupo GC, o simbolo | representa a assinatura ascendente
do grupo SS (EE), o simbolo [ | representa a assinatura ascendente do grupo SS (CVO), o simbolo A representa

a assinatura ascendente do grupo SP (EE) e o simbolo A representa a assinatura ascendente do grupo S (CVO).
A Assinatura Ascendente de Mediadores Imunologicos foi realizada utilizando a proporcdo de individuos acima
do ponto de corte, ¢ as setas indicam um aumento ou diminui¢do de cada molécula em relagéo ao ponto de corte.
O teste de Chi-square foi utilizado para analisar diferenga estatistica (p<0,05) na comparacéo das propor¢des acima
da mediana global analisadas em cada grupo versus GC. Os mediadores destacados com “ sdo aqueles que
apresentaram p<0,05 nas comparacdes vs GC; * sdo aqueles que apresentaram p<0,05 nas comparagdes vs SS
(EE); *sdo aqueles que apresentaram p<0,05 nas comparagdes vs SS (CVO); ¥ sdo aqueles que apresentaram p<0,05
nas comparagdes vs SB (EE). A andlise por Diagrama de Venn foi realizada para identificar os mediadores
imunologicos acima do ponto de corte, destacando aqueles compartilhados entre os grupos e os exclusivos de cada
um.
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Na Figura 13, onde ¢ demonstrado redes e matrizes integrativas de mediadores soluveis
e hemograma, ¢ segregado em trés grupos, sendo o GC (verde), SS (vermelho) e SP (laranja).
No grupo GC, ¢ possivel observar um padrao de correlagdes equilibrado e moderado. A matriz
triangular mostra predominancia de correlagdes positivas (em azul) com intensidade fraca a
moderada. A rede de interagdo revela uma organizacdo compartimentalizada, onde os diferentes
tipos de biomarcadores mantém conexdes independentes. Os nodos apresentam tamanhos
semelhantes, indicando distribui¢do homogénea do numero de correlagdes entre os parametros.
As conexdes sdao predominantemente de intensidade fraca a moderada, sugerindo um sistema
imunoldgico em homeostase, sem hiperativacao ou supressao significativa de vias especificas.

Os pacientes com genotipo SS demonstram um padrao alterado em relagao ao GC. A
matriz de correlagdo exibe maior densidade de correlagdes significativas, com presenga de
correlagdes tanto positivas quanto negativas. A rede de interagdo ¢ mais complexa e
interconectada, com multiplos nodos de tamanho aumentado, indicando que determinados
biomarcadores estabelecem conexdes com numerosos outros pardmetros. Observam-se
conexodes mais espessas € intensas, representando correlagdes fortes entre diversos mediadores.
Este perfil indica um estado inflamatorio crénico com ativagdo sistémica pronunciada,
caracteristico da fisiopatologia mais grave da Doenga Falciforme no genétipo SS.

Enquanto que nos pacientes com Sf apresenta caracteristicas intermediarias entre o GC
e 0 SS, porém com diferencgas distintas. A matriz de correlagdo mostra densidade de interagdes
aumentada em relacdo ao controle, mas menor que o grupo SS. A rede de interacao revela varios
nodos centrais de tamanho aumentado, indicando mediadores que funcionam como pontos de
convergéncia na resposta imunoldgica. As conexdes apresentam intensidade varidavel, com
presenca de correlacdes fortes, moderadas e fracas. A distribui¢ao das conexdes sugere ativacao
inflamatoria significativa, porém com menor magnitude ou diferentes vias predominantes em

comparagao ao SS.
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Figura 13: Matrizes e redes integrativas de mediadores soluveis ¢ hemograma de acordo com gendtipo da
doenca falciforme
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Legenda: Matrizes de correlagdo abrangentes foram montadas com base nos escores de Spearman “r” entre
quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, citocinas regulatorias, fatores de crescimento e hemograma de pacientes
com Doenga Falciforme, posteriormente classificados de acordo com os gendtipos SS e SP, e grupo de controles
saudaveis. VisGes gerais panoramicas de correlacdo sdo mostradas como matrizes de modelo triangulares com
cada interse¢do de quadrado representando o escore de correlagdo “r” entre pares de atributos, considerando
correlagdes significativas (p < 0,05), escalonados de 1 a -1 com um gradiente para cores positivas (azul) e negativas
(vermelho). Os quadrados cinzas representam correlagcdes ndo significativas. As redes foram construidas usando
um layout circular e agrupadas de acordo com os parametros analisados baseado em correlagdes significativas:
quimiocinas (circulo, Q), citocinas pro-inflamatérias (quadrado com bordas arredondadas, (J), citocinas

regulatérias (losango, ), fatores de crescimento (hexagono, () e hemograma (quadrado com bordas finas, [).
As linhas de conex@o ilustram correlagdes fracas (0,1 a 0,35), moderadas (0,36 a 0,68) e fortes (> 0,68), a forga da
correlagdo ¢é representada pela espessura ¢ pela intensidade da cor. Correlagdes negativas sdo sublinhadas por
linhas tracejadas. Os tamanhos dos atributos sdo proporcionais ao nimero de correlagdes. As redes so ilustradas
nas cores do seu respectivo grupo.
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo revelaram caracteristicas sociodemograficas e laboratoriais
importantes em pacientes com doenga falciforme acompanhados na Fundagio HEMOAM. A
mediana de idade de 22,5 a 23 anos entre os grupos estudados e estes dados corroboram com a
literatura nacional, com predominancia feminina na populacdo do Amazonas com DF, com
atendimentos em centros com atengdo especializada e referéncias na area hemoterapica (Brasil;
Satde; Urgéncia, 2015; Cesar et al., 2019). Entretanto, essa maior frequéncia feminina pode
estar relacionada a maior adesdo as consultas ambulatoriais e busca por atendimento médico,
padrdo observado em diversos servigos de saude brasileiros (Cobo; Cruz; Dick, 2021).

A autodeclaragdo predominante como pardo reflete a miscigenacdo da populacao
brasileira, especialmente na regido Norte, onde a prevaléncia da doenga falciforme esta
diretamente relacionada a ancestralidade africana (Piel; Steinberg; Rees, 2017b). A
concentragdo de pacientes residentes em Manaus evidencia a centralizacdo do atendimento
especializado na capital amazonense, criando desafios de acesso para populacdes do interior do
estado (Brasil; Saude; Urgéncia, 2015; Cardoso et al., 2021; Cesar et al., 2019).

Quanto ao perfil vacinal, a alta adesdo a vacinagdo contra COVID-19 demonstra
conscientizagao sobre a vulnerabilidade deste grupo. Estudos demonstram que pacientes com
doenca falciforme apresentam risco aumentado de complicagdes graves por COVID-19,
incluindo sindrome torécica aguda e crises vaso-oclusivas (Abdulrahman et al., 2021; Clift et
al., 2021). A menor adesdo ao esquema completo de quatro doses pode refletir barreiras de
acesso ou desconhecimento sobre a importancia das doses de refor¢o nesta populagdo
imunocomprometida.

Alguns fatores que podem ser considerados para a taxa estar reduzida no indice vacinal
de 4 doses na populagao SS ¢ a falsa percepcao de reducao de risco associado a normalizagao
do estado CVO para o estado EE, enquanto que pacientes em Sf por apresentarem um curso
clinico mais brando, podem ter maior mobilidade e oportunidades de buscar ativamente a
imuniza¢do. No grupo SS, especialmente em estado estacionario, 17 dos 28 pacientes vacinados
(60,7%) completaram as quatro doses, enquanto no grupo em crise vaso-oclusiva, 10 dos 25
pacientes (40%) alcangaram o esquema completo. Ja nos pacientes Sf, a adesdo as quatro doses
foi consideravelmente menor: 6 dos 11 pacientes em estado estaciondrio (54,5%) e apenas 2
dos 13 pacientes em crise vaso-oclusiva (15,38%). Esta discrepancia sugere que, apesar da

maior adesao inicial, o grupo SP apresentou menor engajamento com o esquema de reforgos, o
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que pode refletir uma percepgdo equivocada de menor vulnerabilidade a COVID-19 ou menor
orientacdo médica especifica sobre a importancia das doses de refor¢o nesta populagao.

Este achado ¢ preocupante considerando que estudos demonstram que pacientes com
hemoglobinopatias, apresentam comprometimento imunolégico que pode afetar tanto a
magnitude quanto a durabilidade da resposta vacinal (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019; Rodrigues
Chagas et al.,, 2019). A literatura mostra que cerca de 85% dos pacientes com
hemoglobinopatias desenvolvem resposta de anticorpos neutralizantes apds a vacinagao contra
COVID-19, porém esta resposta ¢ notavelmente heterogénea e influenciada pela historia de
infec¢@o prévia e pelo nimero de doses administradas. Dado que a maioria dos pacientes com
anemia falciforme € categorizada como imunocomprometida devido ao estado hipoesplénico e
a inflamagdo cronica, a completude do esquema vacinal com doses de refor¢o ¢ fundamental
para garantir prote¢do adequada e duradoura (Han; Saraf; Gordeuk, 2023b; Mucalo et al., 2021;
Varelas et al., 2022d).

As alteracdes hematoldgicas observadas sdo consistentes com a fisiopatologia da
doenca. A reducdo significativa de eritrocitos totais em pacientes SS-EE comparados aos SB-
EE reflete a maior gravidade da anemia no gendtipo homozigoto, onde ha producao exclusiva
de hemoglobina S (Ware et al., 2017b). Os valores reduzidos d¢ HCM e VCM em pacientes
SB-talassemia em comparacao com SS refletem a influéncia da talassemia beta na sintese de
hemoglobina, caracteristica microcitica e hipocromica tipica desta condi¢do (Costa; Conran;
Fertrin, 2013b).

A leucocitose e neutrofilia observadas durante crises vaso-oclusivas no grupo SS
confirmam o estado inflamatorio agudo caracteristico destes eventos. A hemolise intravascular
libera hemoglobina livre ¢ heme, reconhecidos como DAMPs que ativam neutrofilos e
promovem liberacdo de NETs, perpetuando o ciclo inflamatorio e vaso-oclusivo (Kato et al.,
2018b; Kato; Steinberg; Gladwin, 2017b).

A andlise imunofenotipica revelou alteragdes de linfocitos T em pacientes com doenga
falciforme. A redugao significativa de linfocitos T CD3+ totais, CD4+ ¢ CD8+ em comparagao
ao grupo controle confirma achados prévios de linfopenia caracteristica desta populagao
(Balandya et al., 2016b; Daltro et al., 2020b).

A deplegao acentuada de células T CD4+ e CD8+ naive (CCR7+CD45RA+) observada
neste estudo sugere envelhecimento imunoldgico precoce, fendmeno descrito por Vingert et al.
(2015b) em pacientes politransfundidos. A exposi¢do cronica a antigenos, incluindo produtos
da hemolise, transfusdes sanguineas repetidas e infecgdes recorrentes, promove diferenciacao

acelerada de células naive em células de memoria e efetoras (Estipona, 2020).
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O aumento significativo de células T CD4+ TCM (memoria central, CCR7+CD45RA -
) ¢ TEM (memoria efetora, CCR7-CD45RA-) em pacientes com doenga falciforme reflete
ativacdo imunologica cronica. Estas subpopulagdes expandidas mantém capacidade de resposta
rapida a antigenos previamente encontrados, mas sua predomindncia sobre células T naive
reduz a diversidade do repertério imunologico e a capacidade de responder a novos patégenos,
0 que consequentemente pode gerar aberturas para uma resposta mais diversificada (de
Azevedo; Malmegrim, 2020b).

A reducao das células TEMRA (CCR7-CD45RA+) tanto em CD4+ quanto CD8+
representam o estagio terminal de diferenciacdo com capacidade citotoxica e efetora na
mediagdo de mediadores imunolodgicas imediata e comprometida em comparagdo com os niveis
de TEM e TCM. Balandya et al., (2017b) demonstraram resultados contrarios em que foi
observada alteragdes em todas as subpopulacdes de linfocitos T, incluidas neste estudo, em
pacientes com doenga falciforme, estdo mais elevados em comparagdo com um grupo controle
em criangas de 1 a 6 anos na Tanzania.

A reducao de células T CD8+ TCM observada sugere transi¢ao acelerada para fenotipos
mais diferenciados, compativel com o estado pro-inflamatério cronico. A diminuigdo
concomitante de CD8+ TEM, TCM e TEMRA pode indicar exaustdo imunoldgica,
caracterizada pela expressdo aumentada de receptores inibitérios como PD-1 e CTLA-4,
fenomeno descrito em condigdes de estimulagdo antigénica persistente (Vingert et al., 2015b).

A andlise do perfil de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento revelou um padrao
inflamatorio complexo e desregulado em pacientes com doenga falciforme. A elevacdo
marcante de CCL3 e CXCL10 em todos os grupos de pacientes comparados aos controles
reflete ativacao persistente de vias inflamatdrias. CCL3 esta envolvida no recrutamento de
mondcitos, células T e NK, enquanto CXCL10 ¢ uma quimiocina associada a resposta Thl e
recrutamento de linfocitos (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

A reducao de CCL4, CCL2 e CCLS5 durante crises vaso-oclusivas, pode indicar que
apesar do estado inflamatorio, pode refletir consumo tecidual destas quimiocinas nos sitios de
lesdo vascular, ou regulacdo negativa compensatoria. Silva-Junior et al. (2021) demonstraram
que durante eventos agudos, ha redistribui¢do de mediadores inflamatorios do compartimento
circulante para os tecidos afetados.

A elevacgao consistente de IL-6 em todos os grupos de pacientes, com elevagdes maiores
durante crises vaso-oclusivas (fold change >4-5x), confirma seu papel central na fisiopatologia
da doenga falciforme. IL-6 é uma citocina que promove resposta de fase aguda, ativa endotélio

vascular e contribui para o estado pro-trombdtico caracteristico da doenga (Ataga; Orringer,
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2003; Gladwin; Kato, 2008b). Niveis elevados de IL-6 correlacionam-se com maior frequéncia
de crises e pior prognostico.

A redugdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1p, TNF-a, IL-12 e IFN-y durante
crises vaso-oclusivas, em contraste com a elevacdo de IL-6, sugere padrdes distintos de ativagao
imunoldgica. Enquanto IL-6 ¢ produzida por multiplas fontes celulares em resposta a DAMPs
como heme livre, outras citocinas podem sofrer regulacdo negativa por mecanismos
compensatorios ou exaustdo celular (Kato et al., 2018b).

A reducdo generalizada de citocinas regulatorias (IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-
1RA) em pacientes comparados a controles indica comprometimento dos mecanismos anti-
inflamatérios endogenos. IL-10 ¢ particularmente importante na modulacdo da resposta
inflamatéria excessiva, e sua deficiéncia pode contribuir para a perpetuacdo do estado
inflamatoério cronico (de Azevedo; Malmegrim, 2020b).

O aumento de G-CSF em pacientes com doenga falciforme reflete estimulagao medular
compensatoria em resposta a anemia hemolitica cronica. G-CSF promove proliferacdo e
diferenciagdo de neutrofilos, que desempenham papel dual na doenga: participam da defesa
contra infec¢des, mas também contribuem para lesdo vascular através da liberacdo de NETs e
enzimas proteoliticas (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019; Gladwin; Kato, 2008b).

A redugdo de PDGF em todos os grupos de pacientes sugere comprometimento de
processos de reparo vascular, o que pode contribuir para complicagdes cronicas como ulceras
de membros inferiores e vasculopatia cerebral (Czarkowska-Paczek; Bartlomiejczyk;
Przybylski, 2006). A andlise de fold change e volcano plots confirma que IL-6, CXCL10, CCL3
e G-CSF sao os mediadores mais alterados, representando potenciais biomarcadores de
atividade inflamatoéria na doenca falciforme.

Comparando estados clinicos (EE vs CVO), observa-se que a transi¢do para crise
amplifica seletivamente mediadores especificos (IL-6, CXCL10, CCL3), enquanto reduz outros
(IL-1B, TNF-a, IL-7, IL-9), sugerindo reprogramacdo imunologica. Este perfil bifasico pode
refletir diferentes estagios de ativacdo celular e mecanismos regulatorios adaptativos.

A andlise de redes integrativas revelou arquiteturas distintas de correlacdes entre
mediadores imunoldgicos e pardmetros hematimétricos nos diferentes grupos estudados. O
grupo controle apresentou padrdo equilibrado com correlagdes moderadas e distribui¢ao
homogeénea, refletindo homeostase imunologica. Em pacientes SS, a rede mais complexa e
densamente interconectada, com maultiplos nodos centrais de tamanho aumentado, indica
ativacdo sistémica pronunciada. Esta hiperconectividade sugere que alteragcdes em um tUnico

parametro podem ter efeitos em cascata sobre multiplos outros, explicando a variabilidade
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clinica e complicagdes observadas na pratica clinica (Kato et al., 2018b; Kato; Steinberg;
Gladwin, 2017b; Ware et al., 2017b).

O padrao intermediario observado em pacientes SP, com densidade de interagdes
aumentada, mas inferior ao grupo SS, reflete fisiopatologia menos grave (Driscoll, 2007). A
presenca de hemoglobina fetal (HbF) e hemoglobina A residual em alguns pacientes SP confere
protecdo parcial contra polimerizacdo e hemolise, modulando a intensidade da resposta
inflamatoéria (Piel; Steinberg; Rees, 2017b).

As correlagdes fortes entre parametros inflamatorios (citocinas, quimiocinas) e
hematimétricos (leucdcitos, neutrofilos, plaquetas) confirmam a interconexdo entre hemolise,
inflamacdo e vaso-oclusdo - os trés pilares fisiopatologicos da doenga falciforme. Gladwin;
Kato, (2008b) demonstraram que produtos da hemolise agem como DAMPs que ativam
leucécitos e plaquetas, perpetuando o ciclo inflamatério.

A andlise por genotipo e gravidade clinica revelou que a transi¢do de estado estaciondrio
para crise vaso-oclusiva envolve reorganizagdo substancial da arquitetura de rede, com
aparecimento de novas correlagdes e desaparecimento de outras. Esta plasticidade sugere que
mecanismos fisiopatoldgicos distintos predominam em diferentes contextos clinicos, com
implicagdes para estratégias terapéuticas que devem ser adaptadas ao estado clinico do paciente
(Kato et al., 2018b; Piel; Steinberg; Rees, 2017b).

O presente estudo apresenta algumas limitagcdes que devem ser consideradas na
interpretacdo dos resultados. Primeiramente, o delineamento transversal do estudo ndo permitiu
o acompanhamento longitudinal dos pacientes antes e ap0s a vacinagao, o que limita conclusoes
sobre a dindmica temporal da resposta imunoldgica induzida pela vacina contra a COVID-19.
A auséncia de coletas pareadas (pré e pos-vacinagdo) em todos os participantes representa uma
restricdo metodologica relevante para a inferéncia de causalidade entre a imuniza¢do e os
parametros imunologicos observados.

Em segundo lugar, os 73 participantes vacinados receberam quatro imunizantes de
plataformas tecnologicas distintas — CoronaVac (virus inativado), AstraZeneca/Fiocruz (vetor
viral recombinante), Pfizer/BioNTech (mRNA) e Janssen (vetor viral) —, em proporcdes
desiguais, sendo 27 (37%), 18 (24,7%), 27 (37%) e 1 (1,4%), respectivamente. Dado que cada
plataforma vacinal induz perfis e magnitudes de resposta imune distintos, a ndo estratificacdao
das andlises por tipo de vacina pode constituir uma variavel de confusao nos resultados. Estudos
futuros com maior poder amostral sdo necessarios para avaliar o impacto diferencial de cada

plataforma vacinal na resposta imunolégica de pacientes com Doenga Falciforme.
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Por fim, embora o protocolo de imunofenotipagem tenha contemplado marcadores para
linfocitos T e B, a andlise funcional das células B — incluindo a avaliagdo da produgdo de
anticorpos especificos anti-Spike — nao foi realizada neste estudo, o que limita a compreensao

integral da resposta humoral induzida pela vacinagdo nesta populagao.

7. CONCLUSAO

Este estudo apresentou uma caracterizagdo abrangente do perfil imunoldgico de
pacientes com doenca falciforme no contexto da vacinagdo contra COVID-19, revelando
alteragdes complexas que refletem o estado inflamatorio cronico caracteristico desta
hemoglobinopatia. A andlise do perfil clinico e laboratorial demonstrou que pacientes com
genotipo SS apresentam manifestagdes mais graves da doenga, evidenciadas por maior anemia,
leucocitose e neutrofilia durante crises vaso-oclusivas. A alta adesdo a vacinagdo contra
COVID-19 observada indica conscientiza¢dao desta populagdo vulneravel sobre os riscos da
infeccdo, embora a adesdo completa ao esquema de quatro doses ainda seja um fator a
considerar para ser trabalhado, onde ¢ observado uma necessidade de estratégias de educagao
em saude.

A caracterizacdo imunofenotipica revelou alteragdes de linfocitos T, com redugao
significativa de células T CD4+ e CD8+ totais, deplecao acentuada de células naive e expansao
de subpopulagdes de memoria central e efetora. Este perfil sugere imunossenescéncia precoce
e ativacdo cronica do sistema imune, com potenciais implicagdes para a capacidade de resposta
a novos antigenos vacinais e suscetibilidade a infec¢des. Todavia, estudos mostraram que a
resposta além da resposta celular, a via humoral continua a atuar na proteg¢ao contra a infec¢ao
por SARS-CoV-2 (Varelas et al., 2022¢). A reducdo concomitante de células TEMRA pode
indicar exaustao imunologica resultante da estimulagdo antigénica persistente caracteristica da
doenga falciforme, pois apesar da acdo imediata, possui capacidade proliferativa reduzida
(D’ Asaro et al., 20006).

O perfil de mediadores soluveis demonstrou padrao inflamatorio desregulado, com
elevacdo marcante de IL-6, CCL3 e CXCLI10, acompanhada de reducdo de citocinas
regulatorias como IL-10 e IL-4. A magnitude das alteragdes foi particularmente evidente
durante crises vaso-oclusivas, com IL-6 apresentando aumentos superiores a 4-5 vezes em
relagdo aos controles saudaveis. A reducao generalizada de citocinas anti-inflamatorias indica
comprometimento dos mecanismos regulatorios, contribuindo para o estado inflamatorio

cronico.
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A andlise integrativa de redes revelou arquiteturas distintas de correlacdes entre
mediadores imunolégicos e parametros hematimétricos, com pacientes SS apresentando maior
complexidade e densidade de interconexdes, refletindo ativacdo sistémica. Esta
hiperconectividade sugere que intervencgdes terapéuticas direcionadas a mediadores-chave
podem ter efeitos em cascata sobre multiplos parametros inflamatodrios.

Em conjunto, os resultados demonstram que pacientes com doenca falciforme
apresentam um perfil imunologico caracterizado por ativagdo cronica, deplegao de
compartimentos celulares virgens, inflamacao sistémica desregulada e comprometimento de
mecanismos regulatorios. Estas alteracdes podem impactar a qualidade e duragdo da resposta
vacinal contra COVID-19.

Os achados deste estudo contribuem para melhor compreensdo dos mecanismos
imunoldgicos na doenga falciforme e fornecem bases para desenvolvimento de estratégias
terapéuticas e vacinais personalizadas. A identificacdo de biomarcadores inflamatdrios
especificos (IL-6, CXCL10, CCL3) abre perspectivas para monitoramento da atividade
inflamatéria e avaliagdo de resposta terapéutica. Estudos futuros devem avaliar a correlagao
entre estes pardmetros imunoldgicos e os titulos de anticorpos anti-Spike, bem como a
durabilidade da resposta vacinal nesta populagao.

Conclui-se que a caracterizacdo do perfil imunologico de pacientes com doenga
falciforme ¢ essencial para otimizacdo de estratégias de imunizacdo e desenvolvimento de
abordagens terapéuticas imunomoduladoras que possam atenuar o estado inflamatorio cronico

e suas complicagdes clinicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Folha de Aprovacao

Aos 25 dias do més de margo de 2026, a5 14h, a banca examinadora composta pelos docentes Profia).
Diria). Adriana Malheiro Alle Marie (Presidente), Profia). Dra). Ava Sadahiro (Membro), Profia).
Dir{a). Mariana Costa Dias (Mecmbro), Profia). Dra). Luiz André Morais Mariuba (Membro)
Profia). Dria). Nilberto Dias de Aradjo(Membro), assim designados pela Portaria N*33/PPGBIOTEC de
18/03/2026, se reuniu para avaliar a apresentagio ¢ defesa de tese dofa) discente Evilizio Cunha
Cardoso, com trabalho  intitulado "AVALIAGAD DA RESPOSTA IMUNOLOGICA POS
ESQUEMA DE IMUNIZAGAD CONTRA COVIDi1® EM PACIENTES COM DOENGA
FALCIFORME.. sob orientagio do(a) Prof.{a) Dr.(a) Adriana Malheiro Alle Marie . A coordenadora do
programa, Profa. Dra. Rita de Cassia Saraiva Munomura | fez a abertura da sessio, quando relaton
gue o{a) discente cumpriu todos 05 pré-requisitos necessarios para a apresentagio ¢ defesa de sua tese de
doutorado. Informou que (o)a discente dispoe de 30 a 60 minutos para concluir 8 sua apresentaciio e gue
em seguida terd inicio a arguigio, sendo de até 30 minutos para cada membro da banca, com igual tempo
para o{a) discente fazer as suas consideragfes. Ao término da arpwigio, cada membro da banca
examinadora fard o seu julgamento, em sessdo secreta, atribuinde ao{a) discemte o conceito
APROVADOA) ou REPROVADOA). DN A) discente serd considerada APROVAIMNA) se receber este

parccer pela maona dos membros da banca  cxaminedora.  Ofa) discenic scra  considerado
REPROVADNA) se receber este parecer pela maioria dos membros da banca examinadora. A
coordenadora do Programa finalizon o seu pronunciamento de abertura informando que a aprovagio na
defesa de tese & um pré-requisito para a obtengdo do titulo de Dootor{a) em Biotecnologia ¢, que somente
apos 4 entrega da versio final da tese defendida, com as devidas comegdes sugeridas pela banca
examinadora ¢ anucncia do onentador(a), lhe sera concedido o titulo de Dovtonia) em Biotecnologia. A
coordenacio das atividades foi atnbuida a presidente da banca examinadora, Profia). Dr{a).Adriana
Malheiro Alle Marie . A apresentagio, a arguigo e a defesa foram realizadas de modo remoto utilizando

@ ferramenta para conferéncia web: hitps:fmect google.com!. Apos a arguigio ¢ deliberagio a banca
examinadora emitiu os ScEUintes parcceres:

Examinadoria) Aprovadofa) Reprovadoda)
Profia). Dria). Adriana Malheiro Alle Marie (Presidente) X
Profia). Dria). Ayva Sadahiro { Membro) X
Profia). Dria). José Pereira de Moura Neto (Membro) ). §
Profia). Dria) Luiz Andnéd Morais Mariuba {Membro) -
Profia). Dria). Milberto Dias de Aradjo (Membro) X
Parecer Final APROVADO

Mada mais havendo a tratar, ew, Profia). Dria). Adriana Malheiro Alle Marie, dei por encerrada a reuniio e
lavrei a presemte ata que segue assinada por mim, pelos demais membros da banca examinadora e
pela coordenadora do Programa de Pos-Graduagio em Biotecnologia.

em Manaus, 25 de margo de 2026.
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APENDICES
Apéndice A: Parecer do Comité de Etica

FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA DO

QRgra ™

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: Evilazio Cunha Cardoso

Area Tematica:

Versado: 2

CAAE: 56756022.5.0000.0009

Instituigdo 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:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informacdes 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

Pesquisadores ores.pdf 10:58:30 |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 05/05/2022 |Evilazio Cunha Aceito

Assentimento / 10:563:12 |Cardoso

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_Rosto_assinada.pdf 03/03/2022 |Evilazio Cunha Aceito
18:08:23 |Cardoso

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

concordancia 17:25:06 | Cardoso

Orcamento 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

Instituicdo e 17:20:26 |Cardoso

Infraestrutura

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

Situacdo do Parecer:
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Apéndice B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do projeto: Avaliacdo da resposta imunoldgica apds esquema de imunizacdo contra
COVID -19 em pacientes com Anemia Falciforme.

Coordenacio 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 voluntario (a) dessa pesquisa sobre a
Anemia Falciforme. Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e 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 atengdo e calma,
aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver perguntas antes ou mesmo depois de
assina-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 voc€ 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:

Anemia Falciforme (AF) ¢ 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 AF ¢ uma doenca inflamatoria, 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 inflamatdrio

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 AF 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 AF, porém ainda nao se sabe a interferéncia da COVID-
19 no risco de agravamento e piora clinica nos pacientes falciformes em atendimento na
Fundagao HEMOAM.

As publicagdes mais recentes referem infecc¢ao 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
AF, assim como uma tempestade de citocinas. Assim, ha necessidade de classificar os
pacientes com AF como uma populacao vulneravel as complicagdes do COVID-19, e
compreender a eficicia do esquema de imunizagdo contra COVID-19.

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

O paciente sera recrutado ao longo de cada consulta ambulatorial de rotina realizado
da Fundacio 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 pungdo venosa ou cateter
venoso central e cateter central insercdo periférica (PICC), sendo que nestes dois tltimos
caso, um volume de 2ml sera descartado.

A técnica utilizada serd aquela descrita nos procedimentos operacionais padrao da
institui¢do, observando o minimo de garroteamento e traumas necessarios. Estas amostras
serdo obtidas do Laboratorio de Analises Clinicas da Fundagado HEMOAM. Serao utilizadas 1
amostra coletada em tubos de EDTA, 1 em gel separador e 1 em citrato de s6dio atendendo as
seguintes especificagdes: 01 tubo de EDTA (4,0) ml para realizagdo 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 Sodio (4,0)
ml para obten¢do do plasma citratado e dosagem de microvesiculas.

3. DESCONFORTOS E RISCOS:

Durante a coleta, vocé podera sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas roxas
no local da puncao (hematoma). Para amenizar estes desconfortos a coleta de sangue sera
realizada por pessoal treinado. Cuidados locais serdo tomados para a diminui¢ao 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 0s
pacientes serdo tratados com sigilo e respeito, de forma ética e profissional, visando os
anseios morais, fisicos, psiquicos, social e afetivo dos participantes e seus responsaveis.

4. BENEFICIOS:

Nao ha beneficios diretos na participacao neste estudo. Porém, vocé estara
contribuindo para maior compreensdo dos mecanismos imunologicos ligados a resposta dos
pacientes com Anemia Falciforme, bem como ao atendimento e tratamento dos pacientes e
obtermos dados para identificacdo de biomarcadores imunolédgicos voltados a soroconversao.

5. ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA:

ApOs sua participagao nesta pesquisa, vocé continuara seu tratamento em sua
instituicao, mesmo ap6s o encerramento da pesquisa. Os resultados dos exames realizados
nestes tubos nao incluem exames utilizados para o seu tratamento, ¢ serdo usados apenas na
analise desta pesquisa.

6. SIGILO E PRIVACIDADE:

Todas as informagdes coletadas serao mantidas confidencialmente. Os seus dados
serdo armazenados em um computador e seu nome ndo aparecerd em nenhuma publicagdo,
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:
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Nao havera ressarcimento de despesas de transporte, alimentacao, diarias, ja que o
estudo sera feito durante um atendimento médico. Caso voc€ tenha que comparecer a sua
institui¢ao apenas devido a este estudo, vocé sera ressarcido com os custos de transporte
(6nibus) e alimentagdo. Vocé€ terd a garantia ao direito a indenizagdo diante de eventuais
danos decorrentes da pesquisa.

8. 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 ndo com a participa¢ao em outro estudo, que so6 sera
realizado apds nova autorizagio do Comité de Etica em pesquisa desta instituicdo.

( ) Concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do
meu material bioldgico, 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).

9. CONTATO:
Em caso de davidas sobre a pesquisa, voc€ podera entrar em contato com o0s
pesquisadores listados abaixo:
e Prof®. Dra. Adriana Malheiro - Hemoam - Contato:
e Prof®. Erich Vinicius de Paula - Hemocentro da UNICAMP - Contato:
e Pesquisador: Evilazio Cunha Cardoso — Hemoam — Contato:

Em caso de dentincias ou reclamacdes sobre sua participagao e sobre questdes éticas do estudo,
vocé poderé 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) 3655-0014.

10. O COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP).

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 regulamentagcdo 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 6rgdo consultor na drea de ética em pesquisas.

11. OUTRAS INFORMACOES:

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

2. O participante podera tirar todas as duvidas que tiver, ou que aparecerem durante o estudo,
sobre o0 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 divulgag¢@o e publicacado cientifica.
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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 voce¢ se sinta prejudicado ou de alguma forma lesionado, vocé tem o direito de procurar
obter indenizagao por danos eventuais.

12. CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Apo6s ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
métodos, beneficios previstos, potenciais riscos € 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 resolugdo N° 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboragdo 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 Fundagdo 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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Apéndice C: Termo de Assentimento Livre Esclarecido

Termo de Assentimento Livre e Esclarecido - TALE

Titulo do projeto: Avaliacdo da resposta imunoldgica apds esquema de imunizacdo contra
COVID -19 em pacientes com Anemia 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
Anemia Falciforme. Este documento, chamado Termo de Assentimento Livre e 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 atencao 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 autorizacao 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 Resolugao 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
duvidas 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:
e Prof° Erich Vinicius de Paula - Hemocentro da UNICAMP - Contato:
e Pesquisador: Evilazio Cunha Cardoso — Hemoam

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 identificagdo dos mecanismos imunoldgicos, assim como
maior compreensdo da tematica 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 terda nenhum problema se desistir. A recusa ndo
causara nenhum prejuizo na relagdo com os pesquisadores, e/ou instituicao. As criangas que
irdo participar desta pesquisa t€ém de idade igual ou superior a 12 anos.

Todas as informagdes que serdo obtidas sao confidenciais, e serdo armazenadas em um
computador, ou seja, o seu nome ndo aparecerd em nenhuma publicacdo, apresentagdo ou
documento. Deste modo vocé tem a garantia que este estudo esta sendo realizado sob rigorosos
principios cientificos e éticos

Nao ha despesas pessoais para o participante. Também ndo havera compensagao
financeira relacionada a participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa serdo 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 sera realizada na
Fundagao Hospitalar de Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonas —-HEMOAM.

PROCEDIMENTOS:
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O paciente sera recrutado ao longo de cada consulta ambulatorial de rotina realizado
da Fundacio HEMOAM. Nesse momento, ¢ antes da consulta médica, sera convidado a
participar da pesquisa. Caso aceite participar, serd 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¢do venosa ou cateter
venoso central e cateter central inser¢do periférica, sendo que nestes dois ultimos caso, um
volume de 2ml sera descartado.

A técnica utilizada serd aquela descrita nos procedimentos operacionais padrao da
institui¢ao, observando o minimo de garroteamento e traumas necessarios. Estas amostras
serdo obtidas do Laboratério de Analises Clinicas da Fundacio 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 realiza¢do de hemograma,
imunofenotipagem e pesquisa de biomarcadores moleculares, 01 tubo seco (4,0) ml para
obtengdo de soro e dosagens imunoldgicas e bioquimicas, e 01 tubo de Citrato de Sédio (4,0)
ml para obtenc¢ao 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¢do (hematoma). Para amenizar estes desconfortos a coleta de sangue sera
realizada por pessoal treinado. Cuidados locais serdo tomados para a diminui¢ao 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
anseios morais, fisicos, psiquicos, social e afetivo dos participantes e seus responsaveis.

BENEFICIOS:

Nao hé beneficios diretos na participagao neste estudo. Porém, vocé estara
contribuindo para maior compreensao dos mecanismos imunologicos ligados a resposta dos
pacientes com Anemia Falciforme, bem como ao atendimento e tratamento dos pacientes e
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 publicagao,
apresentacao 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, alimentacao, diarias, ja que o
estudo sera feito durante um atendimento médico. Caso vocé€ tenha que comparecer a sua
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institui¢do apenas devido a este estudo, vocé serd ressarcido com os custos de transporte
(6nibus) e alimentagdo. Vocé€ terd a garantia ao direito a indenizagdo 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) sera devidamente
informado e questionado se concorda ou ndo com a participagdo em outro estudo, que s 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 biologico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

() Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu
material bioldgico, 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 condi¢do incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverdo 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 os
pesquisadores listados abaixo:
e Prof*. Dra. Adriana Malheiro - Hemoam - Contato:
e Prof°. Erich Vinicius de Paula - Hemocentro da UNICAMP
e Pesquisador: Evilazio Cunha Cardoso — Hemoam

Em caso de dentincias ou reclamagdes sobre sua participagao 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) 3655-0014.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO:
Eu aceito participar da pesquisa “Avaliacdo
da resposta imunologica apos esquema de imunizacdo contra COVID -19 em pacientes com
Anemia 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

“ndo” e desistir, que ninguém vai ficar com raiva de mim.
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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Apéndice D: Questionario sociodemogrifico 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:

CPT: N° do 5US:
Endereco: Telefone:
Municipio: UF:
Uso de Medicamentos
Tipo Sanguineo Transfusdes Sanguineas Medicamento:
Cuantas por ano {média} A quanto tempo faz uso:
O() AC) Data da tilfima fransfusdo- J4 apresentou reago ao medicamento? Bim () MNio{ )
AB() B () hedicamento:
Bh:+{ }-( ) Reacio Transfosional A quanto tempo faz uso:
Sim ( )} MNial ) Ji apresentou reagdo ao medicamento? Sim () Nio{ )
Quantas vezes? Medi
camento:
Pressio arterial: A quanto tempo faz uso:
Ji apresentou reagio ao medicamento? Sim () MNio( )
Nivel de ox . Data da dlfima reacdo:
ivel de onaenfgao. Medic o
% A quanto tempo faz wso:
J4 apresentou reagdo ao medicamento? Sim () MNio{ )
a c bidades? Tomon alguma vacina, além Alcoolismo Vacinacio em dia?
s ~ororaldaces: da COVID-19 nos iltimos 6 Sim( )NEe( ) ( )Sim( YN0 ( )Niosabe
Sim{ YNEa( )
meses? Quantos Dia
Qual (ais)? { ¥8m { }»Ndo Fumante Vacina para gripe nos dltimos 2 anos?
Sim { YNEs { ) { }Sim{ YNio({ )NEosabe
Chual {ais)? CQmuant. Tempo
Profilaxia com penicilina até oz 5 anos?
Quant Dia { )8im{ )Mio( )Mo sabe




Apresenton algnma sindrome

Alguma doengas infeccinsas?

}8m ( YNieo
(ual {ais)?

gripal nos nltimos 6 meses?
€ }Sm ( )Nio (

Tomeou a vacina para COVID-197
Usa alguma droga ilicita? { }5im( JMNio

Sm( YNde( ) Cual?

Tipo Data 1° doze:

Cluant. Temp. Data 2° doze:
Cual?

Data 5° dose:

Diata 4° dose:

Ji teve o diagndstico da COVID-19?
{ J)Sm { )Nio
Data doteste: [/ f
Teste utilizado: { } RT-PCE.( } Teste répide { )} Antigeno
Inicic dos sintomas: [ f
Final dos smtormas: T

Apresentou algnma reacdo a vacina do COVID-197
{ J8m { }Nao

Sinal e sintoma da reacdo:

Caso ja tenha tido COVID-19, favor assinalar quais sintomas vocé senfin,

e a intenzidade de cada um em nma escala de 1 a 10%

( ) Febre O1020304030603700808010
( ) Tosse O102030405060700808010
( JDordegarganta | (J10)203300400506070202010
() Dor no corpo 1203040506037 (08080010
( )Neuseas Q10203040506 070809010
( )Perda de olfato O1020304030603700808010
( JYPerdadepaladar | (J10}2033 004035060 7020800
( ) Diameia O102030405060702802010

1="Fraco; 10 = Intenso.

Teve quadre de reinfeccdo? ( ) Sm { }Nio
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Sintomatologia

Febre ( )Sim ( )Nio

Crise Vaso-Oclusiva:

Jateve? ( )Smm{ )Nio

Quantas?
Quando fo1 a ultima?

Dor de Cabega [ )Smm ( YNEo

Sindrome Toracica Aguda:

Jateve? ( )Sim{ Nio

Dor nas articulagdes ( )5im { NEo

Hipertensio Pulmonar:
Jateve? { YSmm{ INio

Fraqueza:{ )Sum( Nao

Sequestro Esplénico:

Jateve? ( )Smm{ )INio

Ietericia- {  )Smm{ )Nio

Colelitiase:

Jateve? ( Y8im{ Nio

Ulceras da Perna: ( )Ym({ )Nio

Osteonecrose de cabeca de fémur:
Jateve? ( )Sim{ INio

Infecgdio de pele e nas dlceras: { )Sim ( )N&Eo

Priapismo:

Jateve? ( )8um { )Nio
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Apéndice E: Protocolo de Imunofenotipagem

FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS
LABORATORIO MULTIDISCIPLINAR DE PESQUISA

Projeto Vacinacdo em Pacientes com Anemia Falciforme - HEMOAM

1. MARCACAO DE SUPERFICIE

1.1. Fazer um pool para o tubo 2 (Linfécitos T):
e PBS-W-5uL
e CD3PCS5.5-1uL
e CD8PE-3uL
e CD45RA PE-Cy7 - 1uL
CD27 APC-H7 —2uL
e CCR7APC-2uL
e CDA4FITC-6uL

Volume final para 1 amostra 20pL. Para 20 amostras, multiplicar por 20.
1.2. Fazer um pool para o tubo 3 (Linfécitos B)
e PBS-W-25uL
IgD FITC — 4puL
CDI19 PE —4uL
CD38 PE-Cy5 — 1uL
HLA-DR PE-Cy7 - 0,5uL
IgM APC — 6puL
e (D27 APC-H7 —2uL

Volume final para 1 amostra 20pL. Para 20 amostras, multiplicar por 20.

1.3. Identificar e distribuir os anticorpos de superficie nos tubos de citometria conforme tabela
abaixo.

Tubos Células Anticorpo (s) Volume
1 Controle negativo 20uL (PBS-W)

Anti-CD3 (PC 5.5)
Anti-CD8 (PE)
Anti-CD45RA (PE-Cy7)
Anti-CD27 (APC-H7)
Anti-CCR7 (APC)
Anti-CD4 (FITC)
Anti-IgD (FITC)
Anti-CD19 (PE)
Anti-CD38 (PE-Cy5)
Anti-HLA-DR (PE-Cy7)
Anti-IgM (APC)
Anti-CD27 (APC-H7)

2 Linfécitos T 20uL do pool

3 Linfécito B 20uL do pool

1.4. Adicionar uma aliquota de 100 uL do sangue periférico total em cada tubo. — Vortexar;



1.5.
1.6.
1.7.
1.8.
1.9

1.10.
1.11.
1.12.
1.13.
1.14.
1.15.

1.16.

Incubar a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 20 minutos;

Adicionar 2 mL da solucao de lise 1x em cada tubo — Vortexar;

Incubar ao abrigo da luz por 5 minutos — Vortexar;

Centrifugar (5 minutos / 1.500 rpm);

Descartar o sobrenadante;

Adicionar 2 mL de PBS-W — Vortexar;

Centrifugar (5 minutos / 1.500 rpm);

Descartar o sobrenadante;

Adicionar 2 mL de PBS-W — Vortexar;

Centrifugar (5 minutos / 1.500 rpm);

Descartar o sobrenadante;

¢ Se o fundo do tubo ainda estiver vermelho, repetir as etapas 1.10 até 1.15.
Ressuspender em 300uL de PBS-W — Vortexar.
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Apéndice F: Figura suplementar 1

Colormaps classificados por mediador imunologico foram elaborados para ilustrar as
proporcdes acima do ponto de corte em cada grupo
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