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RESUMO 

 

RIBEIRO JARDULI, LUCIANA. Neogênese de células T e B em pacientes com 
doença falciforme tratados com diferentes modalidades terapêuticas. 2018. 
166f Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 
As doenças falciformes (DF) constituem um grupo de doenças hereditárias monogênicas. 
São doenças extremamente relevantes no contexto de saúde pública no Brasil, portanto 
diferentes estratégias terapêuticas devem ser avaliadas. As oclusões vasculares afetam 
praticamente todos os órgãos, inclusive o baço e a medula óssea, porém não existem 
dados na literatura se estas comprometem também o tecido tímico. Os pacientes 
apresentam maior suscetibilidade às infecções cujas causas não são ainda totalmente 
esclarecidas Embora as infecções observadas nos pacientes sejam atribuídas à 
disfunção esplênica, o quadro inflamatório crônico e possíveis alterações no timo e na 
medula óssea, também poderiam causar uma disfunção imunológica. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar a neogênese de células T e B e a diversidade do repertório de células 
T periféricas em pacientes com anemia falciforme (AF) sem tratamento (N = 15), tratados 
com hidroxiuréia (N = 20) ou transfusão crônica (N = 21) e em pacientes com DF tratados 
com transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) alogênico (N = 29). Pacientes 
sem tratamento apresentaram menores níveis de sjTREC e β-TREC, e menor taxa de 
divisão celular intratímica, demonstrando alterações importantes na neogênese das 
células T. A produção tímica de novas células T naïve foi reestabelecida em um ano pós-
transplante, com normalização dos níveis de sjTREC e β-TREC. O desenvolvimento de 
doença do enxerto contra o hospedeiro (DECHa) e reativação de citomegalovírus 
comprometeu a timopoiese nos primeiros seis meses pós-transplante, com diminuição 
significativa dos níveis de sjTRECs e β-TRECs. Análises do repertório da cadeia Vβ dos 
receptores de células T (TCRs), pelo método TCRBV CDR3 spectratyping, indicaram que 
os pacientes com AF apresentaram um repertório menos diverso, composto 
predominantemente de famílias Vβ com padrão skewed e picos de CDR3 monoclonais, 
sendo a família Vβ3 mais frequente. A composição do repertório de células T foi alterada 
após o transplante, adquirindo um perfil mais policlonal dos picos de CDR3 ao longo do 
tempo. A família Vβ22 foi a mais expressa no período pré-transplante e em todos os 
seguimentos pós-transplante. Os pacientes com DF apresentaram aumento de linfócitos 
B naive, demonstrado pelos altos níveis de sjKRECs e pela taxa de proliferação 
homeostática. As análises multivariadas demonstraram que as alterações esplênicas 
influenciam diretamente os níveis de sjKREC, indicando que a baixa função esplênica 
leva ao aumento da produção de células B naive pela medula óssea, sugerindo um 
mecanismo compensatório. Os resultados desse trabalho demonstraram a existência de 
um desequilíbrio na neogênese de células T e B e consequentemente nesses 
compartimentos celulares periféricos, que pode conferir aos pacientes com DF uma maior 
susceptibilidade a infecções. Entre as diferentes modalidades terapêuticas, o TCTH 
alogênico sobressaiu-se em relação aos tratamentos convencionais, melhorando a 
neogênese de células T e B a longo prazo.  
 
Palavras-chave: Doença Falciforme, Neogênese de célula T e B, Repertório de 
células T, Transplante de células tronco hematopoéticas, Hidroxiuréia, Transfusão 
Crônica. 
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ABSTRACT 

 

RIBEIRO JARDULI, LUCIANA. Neogenesis of T and B cells in patients with 
sickle cell disease treated with different therapeutic modalities. 2018. 166f 
Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 
Sickle Cell Disease (SCD) are a group of monogenic hereditary diseases. These are 
extremely relevant diseases in the context of public health in Brazil, thus, different 
therapeutic strategies must be studied. Vascular occlusions affect practically all 
organs, including the spleen and bone marrow. However, there are no literature data 
about the impact of vaso-occlusions on the thymic tissue. Patients are more 
susceptible to infections whose causes are not fully elucidated. Although the 
infections observed in these patients are assigned to splenic dysfunction, the chronic 
inflammatory state and possible alterations of the thymus and bone marrow could 
also lead to immune dysfunction. The goal of this work was to evaluate the 
neogenesis of T and B cells and the diversity of peripheral T cell repertoire in patients 
with sickle cell anemia (SCA) without treatment (N = 15), treated with hydroxyurea (N 
= 20) or chronic transfusions (N = 21) and in patients with SCD treated with 
hematopoietic stem cell transplantation (N = 29) allogeneic. Patients without 
treatment had lower levels of sjTREC and β-TREC, and lower rate of intrathymic cell 
division, demonstrating important alterations in the neogenesis of T cells. The thymic 
production of new naïve T cells was reestablished at one-year post transplantation, 
with normalization of sjTREC and β-TREC levels. The development of graft-versus-
host disease (aGVHD) and cytomegalovirus activation compromised thymopoiesis in 
the first six months post transplantation, with a significant decrease of sjTRECs and 
β-TRECs levels. Analysis of the TCR Vβ chain repertoire by TCRBV CDR3 
spectratyping indicate that patients with SCA showed a less diverse repertoire, 
mainly composed by Vβ families with a skewed pattern and monoclonal CDR3 
peaks, being the Vβ3 family the most frequent one. The composition of the T-cell 
repertoire was altered after transplantation, changing over time to more polyclonal 
profile of the CDR3 peaks. The Vβ22 family was the more expressed at pre-
transplantation and at all follow-up periods. Patients with SCD presented increased 
numbers of naive B cells, demonstrated by higher levels of sjKRECs and 
homeostatic proliferation. Multivariate analysis demonstrated that splenic function 
directly influenced sjKREC levels, indicating that compromised splenic function leads 
to increase of naive B cell output by the bone marrow, suggesting a compensatory 
mechanism. The results of this study showed the existence of an imbalanced T and 
B cell neogenesis and, consequently on these peripheral cell compartments, which 
may confer to patients with SCD an increased susceptibility to infections. Among 
different therapeutic modalities, allogeneic HSCT stood out in relation to the 
conventional treatments, improving long-term T and B cell neogenesis. 
 
Keywords: Sickle Cell Disease, T and B cell neogenesis, T Cell repertoire, 
Hematopoietic stem cell transplantation, Hydroxyurea, Chronic Transfusion. 
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RESUMEN 

 

RIBEIRO JARDULI, LUCIANA. Neogénesis de células T y B en pacientes con 
enfermedades falciformes tratados con diferentes modalidades terapéuticas. 
2018. 166f Tesis (Doctorado). Facultad de Ciencias Farmacéuticas de Ribeirão Preto 
– Universidad de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 
La enfermedad falciforme (EF) onstituyen un grupo de enfermedades hereditarias 
monogénicas. Son enfermedades extremadamente relevantes en el contexto de 
salud pública en Brasil, por lo tanto diferentes estrategias terapéuticas deben ser 
estudiadas. Las oclusiones vasculares afectan prácticamente a todos los órganos, 
incluyendo el bazo y la médula ósea, pero no existen datos en la literatura si éstas 
comprometen también el tejido tímico. Aunque las infecciones sean atribuidas a la 
disfunción esplénica, el estado inflamatorio crónico y las posibles disfunciones del 
timo y de la médula ósea, también podrían llevar a la disfunción inmunológica.El 
objetivo de este trabajo fue evaluar la neogénesis de células T y B y la diversidad del 
repertorio de células T periféricas en pacientes con anemia falciforme (AF) sin 
tratamiento (N = 15), tratados con hidroxiurea (N = 20) o transfusión crónica (N = 21) 
y en pacientes con EF tratados con trasplante de células madre hematopoyéticas 
(TCTH)  alogénico (N = 29). Los pacientes sin tratamiento presentaron menores 
niveles de sjTREC y β-TREC, y menor tasa de división celular intratímica, 
demostrando alteraciones importantes en la neogénesis de las células T. La 
producción tímica de nuevas células T naïve fue restablecida en un año post 
trasplante, con normalización de los niveles de sjTREC y β-TREC. El desarrollo de 
enfermedad del injerto contra el huésped (DECHa) y reactivación de citomegalovirus 
comprometió la timopoyesis en los primeros seis meses post trasplante, con 
disminución significativa de sjTRECs y β-TRECs. Los análisis del repertorio de la 
cadena Vβ de los receptores de células T (TCRs), por el método TCRBV CDR3 
spectratyping identificaron que los pacientes con AF presentaron un repertorio 
menos diverso, compuesto predominantemente de familias con patrón skewed y 
picos monoclonales, siendo  la familia Vβ3 el más frecuente. La composición del 
repertorio de células T se alteró después del trasplante, adquiriendo perfil más 
policlonal de los picos de CDR3 a lo largo del tiempo, destacando la alta expresión 
de la familia Vβ22 antes y en todos los períodos post trasplante. Los pacientes con 
AF y EF presentaron un aumento de linfocitos B naïve, demostrado por los altos 
niveles de sjKRECs y por la tasa de proliferación homeostática. Los análisis 
multivariados demostraron que las alteraciones esplénicas influenciaron los niveles 
de sjKREC, indicando que la baja función esplénica lleva al aumento del output de 
células B naïve por la médula ósea, sugiriendo un mecanismo compensatorio. Los 
resultados de este trabajo demostraron la existencia de un desequilibrio en la 
neogénesis de células T y B y consecuentemente en esos compartimentos celulares 
en pacientes con EF, que puede contribuir a un aumento en la susceptibilidad a las 
infecciones. Entre las diferentes modalidades terapéuticas, el TCTH alogénico 
sobresalió en relación a los tratamientos convencionales, mejorando la neogénesis 
de células T y B a largo plazo. 
 
Palabras clave: Enfermedad Falciforme, Neogénesis de células T y B, Repertorio 
de células T, Trasplante de células madre hematopoyéticas, Hidroxiurea, 
Transfusión Crónica. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doenças Falciformes 

 

Entre as doenças genéticas que mais acometem os humanos estão os 

distúrbios hereditários das hemoglobinas (também chamados de 

hemoglobinopatias), atingindo cerca de 7% da população mundial (MCCAVIT, 2012). 

As doenças falciformes (DF) são causadas pela herança de alelos que possuem 

uma mutação pontual na posição 6 do gene que codifica a cadeia da β-globina, 

levando a substituição de adenina por timina (GAG->GTG) nessa posição. 

Consequentemente, ocorre a codificação de uma valina ao invés de um ácido 

glutâmico, originando a hemoglobina (Hb) S anormal (HbS), a qual apresenta 

alterações físico-químicas estruturais em relação a hemoglobina A (HbA) normal 

(FRENETTE; ATWEH, 2007; MCCAVIT, 2012; WARE, 2013). 

A forma mais comum e mais severa de doença falciforme é a forma 

homozigota (SS) do gene da HbS devido a herança dos alelos de ambos os pais, 

denominada ‘‘anemia falciforme’’ (AF). Outras combinações heterozigóticas 

sintomáticas com o gene da HbS também podem ocorrer com outras anormalidades 

hereditárias das hemoglobinas, como hemoglobina C (HbC), hemoglobina D (HbD) e 

-talassemia, gerando respectivamente, a hemoglobinopatia SC, a hemoglobinopatia 

SD e a S/beta-talassemia. Apesar das particularidades que as distinguem e de graus 

variados de gravidade, todas estas doenças têm um espectro epidemiológico e de 

manifestações clínicas e hematológicas superponíveis (FRENETTE; ATWEH, 2007; 

MCCAVIT, 2012; WARE et al., 2017; ZAGO; PINTO, 2007). 

Desta forma, uma mutação pontual em um único gene, está relacionada a 

uma doença complexa, que apresenta uma grande diversidade de fenótipos.  

Supõe-se que outras alterações genéticas ou epigenéticas, prevalência de doenças 

infecto-contagiosas, desnutrição, condições socioeconômicas e acesso à assistência 

médica são fatores que podem contribuir para variabilidade clínica, gravidade, 

complicações e resposta a tratamento (ADEGOKE et al., 2017; FRENETTE; 

ATWEH, 2007; KOHNE, 2011; WARE, 2013; WARE et al., 2017). 

Em situações de baixa oxigenação sanguínea, as moléculas de hemoglobina 

anormais (HbS) podem sofrer polimerização, ocasionando o fenômeno de 

‘falcização’ que encurta a vida média dos eritrócitos, além de causar vaso-oclusões, 
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episódios de dor e lesão de múltiplos órgãos. Praticamente todos os órgãos podem 

ser afetados pelas obstruções microvasculares (vaso-oclusão) causadas pelos 

eritrócitos falciformes. Os pacientes com DF podem complicações agudas da 

doença, denominadas crises de falcização (crises vaso-oclusivas, hemolíticas e 

síndrome de sequestro) (FRENETTE; ATWEH, 2007; ZAGO; PINTO, 2007).  

A evolução das DF é marcada por um amplo espectro de manifestações 

clínicas, complexas e extremamente variáveis, que atingem a maioria dos órgãos. 

Algumas dessas complicações, tais como as úlceras de pernas, retinopatia, necrose 

óssea (especialmente da cabeça do fêmur) e cálculos de vesícula, não reduzem a 

expectativa de vida do paciente, entretanto comprometem consideravelmente sua 

qualidade de vida. Outras alterações, porém, envolvem diretamente a função de 

órgãos vitais e estão associadas ao risco de morte, destacando-se as infecções, 

complicações cardiorrespiratórias (especialmente a insuficiência cardíaca congestiva 

e a síndrome torácica aguda), insuficiência renal e os acidentes vasculares cerebrais 

(FRENETTE; ATWEH, 2007; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; WARE et al., 

2017; ZAGO; PINTO, 2007). Além disso, complicações iatrogênicas e psicológicas 

contribuem significativamente para a morbidade da doença (ODIÈVRE et al., 2011; 

STUART; NAGEL, 2004). 

A anemia nos pacientes deve-se principalmente devido a menor sobrevida 

das hemácias. Trata-se de uma anemia hemolítica com elevação dos reticulócitos, 

aumento de bilirrubina e hiperplasia eritróide da medula óssea. Além da hemólise, 

outros fatores podem contribuir para a gênese da anemia ou seu agravamento: 

carência de folato, insuficiência renal, crises aplásticas e esplenomegalia. Sintomas 

e consequências da anemia, porém, fazem parte da evolução das DF, em especial 

da AF: retardo da maturação sexual, sobrecarga cardíaca com insuficiência cardíaca 

na terceira década de vida e contribuição para a formação de úlceras nas pernas 

(FRENETTE; ATWEH, 2007; ZAGO; PINTO, 2007; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 

2010). 

A saúde e sobrevivência de crianças com DF melhorou consideravelmente 

com o advento de programas de triagem neonatal, profilaxia com penicilina, 

imunização pneumocócica e educação sobre as complicações da doença. 

Entretanto, a expectativa de vida útil projetada dos adultos afetados não melhorou 

além da quinta década, embora um uso mais amplo de medicamentos e novas 

abordagens terapêuticas oferecem esperança de diminuição da mortalidade e 
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melhoria da qualidade de vida. Apenas em 2006, a AF foi reconhecida pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) como um problema mundial de saúde pública 

e, atualmente, maior atenção vem sendo dada a doença, contudo, dados 

epidemiológicos ainda são escassos. A AF afeta principalmente a população afro-

descendete e ainda é negligenciada pelas políticas de saúde em vários países 

(ODIÈVRE et al., 2011; PIEL et al., 2013; WARE, 2013; WARE et al., 2017). 

 

1.2 Fisiopatologia da Doença Falciforme 

 

O conjunto de alterações clínicas das DF é diretamente relacionado à 

anormalidade molecular que culmina na produção da HbS pelos progenitores 

eritroides. A substituição de adenina por timina (GAG->GTG) levando a codificação 

do aminoácido valina ao invés de ácido glutâmico, na cadeia da -globina, causa 

uma modificação estrutural na molécula de hemoglobina, responsável por profundas 

alterações nas propriedades físico-químicas da molécula no estado desoxigenado. O 

evento primário da polimerização da HbS desoxigenada culmina na falcização, que é 

a mudança da forma normal da hemácia para a forma de foice ou “meia lua”, 

resultando em alterações na reologia dos eritrócitos e na membrana eritrocitária 

(REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). 

A formação de polímeros de HbS dentro das hemácias tem como 

consequência múltiplas alterações celulares, sendo as mais importantes o efluxo de 

potássio, o aumento do cálcio intracelular, a formação de polímeros da Hb com 

proteínas da membrana (em especial, a banda 3) e a exposição de moléculas da 

membrana eritrocitária (tais como fosfatidilserina e CD36). Essas modificações 

podem provocar aumento da adesão de hemácias ao endotélio, desencadeando 

fenômenos inflamatórios que envolvem granulócitos e plaquetas, enrijecem a 

membrana eritrocitária, encurtam a sobrevida dos eritrócitos em circulação, 

provocam lesões microvasculares, causam depleção de óxido nítrico (NO) que 

contribui para vasoconstrição, amplificação da ativação da inflamação e coagulação 

e vaso-oclusões na microcirculação (BARRETT-CONNOR, 1971; CHIRICO; 

PIALOUX, 2012; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; ZAGO; PINTO, 2007). 

As vaso-oclusões, por sua vez, causam isquemia, resultando em uma cascata 

adicional de eventos, que incluem hemólise, disfunção endotelial, inflamação, 
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hipercoagulabilidade, estresse oxidativo, dano por reperfusão e hipoxemia. 

Consequentemente, esses processos causam lesões em múltiplos órgãos, 

resultando em manifestações clínicas agudas, tais como dores, infecções, síndrome 

torácica aguda (STA) e complicações crônicas tais como falência renal, doença 

cerebrovascular e hipertensão pulmonar (BARRETT-CONNOR, 1971; CHIRICO; 

PIALOUX, 2012; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; ZAGO; PINTO, 2007). 

A AF caracteriza-se por manifestações inflamatórias crônicas, sendo que 

grande parte das manifestações clínicas deve-se a três mecanismos fisiopatológicos 

inter-relacionados: a) adesão de eritrócitos, granulócitos, monócitos e plaquetas ao 

endotélio vascular; b) fenômenos inflamatórios crônicos, exacerbados por episódios 

agudos; c) produção de intermediários inflamatórios, como citocinas e alterações do 

metabolismo de NO (ODIÈVRE et al., 2011; ZAGO; PINTO, 2007). 

O endotélio vascular constitui um fator muito importante nos processos inflamatório 

e de vaso-oclusão nos pacientes falciformes. As células endoteliais participam na 

manutenção da hemostasia e produzem NO, substância vasodilatadora que regula o 

tônus vascular. Quando ocorre lesão do endotélio, há uma exposição de fator tecidual, 

que desencadeia a cascata da coagulação e libera multímeros de von Willebrand que 

participam da hemostasia primária. A hemólise crônica de eritrócitos falciformes libera 

hemoglobina livre e arginase, enzima que degrada o substrato usado para a produção de 

NO, a arginina plasmática. A depleção de substrato e o sequestro de NO causam 

redução local desta substância e vasoconstrição. O fenômeno de vasoconstrição, por sua 

vez, retarda o fluxo sanguíneo e favorece a falcização das hemácias falciformes. 

Portanto, tem sido proposto que a deficiência de NO seja a causa principal da 

vasculopatia e da disfunção endotelial que ocorre na DF (MCCAVIT, 2012; ODIÈVRE et 

al., 2011; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; ZAGO; PINTO, 2007). Adicionamente, 

células endoteliais ativadas expressam as moléculas VCAM-1 (vascular-cell adhesion 

molecule 1) e ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1), que facilitam e aumentam a 

adesão de células sanguíneas ao endotélio. Muitas dessas alterações na expressão de 

moléculas de adesão desaparecem ou se reduzem durante o tratamento com hidroxiureia 

(AKINSHEYE; KLINGS, 2010a; ODIÈVRE et al., 2011; ZAGO; PINTO, 2007). 

Concomitante com a produção de NO, as células endoteliais também liberam 

o peptídeo pró-inflamatório endotelina-1, um potente vasoconstritor de grandes e 

pequenas artérias e veias. Durante quadros inflamatórios agudos, como síndrome 

da angústia respiratória do adulto (SARA), coagulação intravascular disseminada e 
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sepse, os níveis plasmáticos de endotelina-1 estão elevados, assim como nos 

pacientes com DF. A endotelina-1 também aumenta as concentrações de VCAM-1 e 

ICAM-1 solúveis e estimula monócitos a secretarem citocinas inflamatórias, como IL-

1, IL-6, IL-8, TNF-α, GC-SF e substâncias que aumentam a produção de 

superóxidos pelos neutrófilos (ODIÈVRE et al., 2011; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 

2010; WARE et al., 2017) 

Em relação aos eritrócitos falciformes, eles expressam maior número de 

moléculas de adesão (fosfatidilserina, CD36, CD47, CD49d e BCAM/LU) na 

superfície externa da membrana celular do que eritrócitos normais. Essas moléculas 

favorecem a interação com o endotélio e com outras células, amplificando o 

processo de vaso-oclusão. As moléculas CD36 e o CD49d estão expressas apenas 

nos reticulócitos. Como as hemácias jovens são mais aderentes e estão presentes 

em maior número em pacientes com DF, elas desempenham papel importante no 

fenômeno de vaso-oclusão. O CD36 é um receptor glicoprotéico que se liga a várias 

proteínas da matriz extracelular, como a trombospondina (TPS), que intermedeia a 

ligação da célula com o endotélio. O antígeno de ativação tardia (VLA-4 ou α4β1) é 

uma integrina que promove a interação entre célula-endotélio via ligação direta com 

a VCAM-1, expressa no endotélio, ou via fibronectina da matriz extracelular. O 

marcador CD49d corresponde à cadeia α4 dessa integrina (RAPHAEL; VICHINSKY, 

2005; WARE et al., 2017; ZAGO; PINTO, 2007).  

Um dos fenômenos de adesão mais bem elucidados na AF é decorrente da 

interação dos eritrócitos falciformes com a laminina via receptor de BCAM/LU (basal 

cell adhesion molecule). O BCAM/LU é uma proteína produzida pelo gene do grupo 

sanguíneo Lutheran que promove interações entre célula-célula e célula-matriz 

extracelular. O CD47 é um glicoproteína transmembrana que em eritrócitos, parece 

estar associada ao complexo Rh. Ele serve como receptor da trombospondina (TSP) 

que faz a ligação entre eritrócito e endotélio via receptor da vitronectina (αvβ3), 

facilitando a quimiotaxia de leucócitos (revisado por ODIÈVRE et al., 2011; REES et 

al., 2012; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). 

A fosfatidilserina (PS) é uma molécula de adesão presente em maior 

quantidade na parte interna da membrana celular do que exposta na superfície de 

eritrócitos normais, mas em uma parcela dos eritrócitos falciformes essa proporção 

se inverte. Estudos já comprovaram que eritrócitos com maior exposição dessa 

molécula na superfície celular possuem potencial de adesão celular três vezes maior 
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que eritrócitos normais. A PS liga-se ao receptor da vitronectina (αvβ3) do endotélio 

via TSP. Alguns trabalhos correlacionaram exposição de PS nos eritrócitos 

falciformes à geração de trombina, substância necessária para formação de 

coágulos de fibrina, confirmando a importância da exposição da PS como um dos 

principais determinantes de aderência celular e da ativação da cascata da 

coagulação nas crises vaso-oclusivas (ODIÈVRE et al., 2011; ZAGO; PINTO, 2007). 

Os neutrófilos ativados por citocinas inflamatórias são recrutados para o sítio 

inflamatório, aumentam a produção de peróxidos (que lesa o endotélio vascular) e 

expressam maior quantidade de moléculas de adesão em sua superfície (CD64, 

integrinas αLβ2 e αMβ2, receptor da trombospondina ou CD36, moléculas de adesão 

leucócito-endotélio [L-selectinas], leucócito-plaquetas [ligante da P-selectina - PSGL-1), 

facilitando a adesão ao endotélio, outros neutrófilos, plaquetas e eritrócitos falciformes, 

aumentando os fenômenos vaso-oclusivos observados nos pacientes. As plaquetas, 

estimuladas pela presença de citocinas inflamatórias, liberam multímeros de von 

Willebrand estocados em seus grânulos-α, os quais favorecem as ligações entre 

plaquetas e entre células endotelais e eritrócitos falciformes, via receptor da vitronectina 

e receptor do complexo Gp1b-IX-V. As plaquetas ativadas nos pacientes com DF 

expressam maior quantidade de P-selectina (CD62p), favorecendo a ligação com o 

endotélio e com neutrófilos via PSGL-1 e de αvβ3 (CD61), receptor de vitronectina 

(ODIÈVRE et al., 2011; REES et al., 2012). 

Eventos decorrentes da anemia hemolítica nos pacientes com DF podem 

aumentar os processos inflamatório e oxidativo. A lise dos eritrócitos falciformes nos 

vasos sanguíneos, leva a liberação de altas quantidades de hemoglobina que, 

quando não neutralizada rapidamente por proteínas específicas, pode causar danos 

importantes nos espaços vasculares e perivasculares. Um processo hemolítico 

intenso pode sobrecarregar os mecanismos de imunidade inata e a hemoglobina 

livre pode reagir com NO através de diferentes vias, formando hemoglobina férrica 

(Hb-Fe3+) e nitrato (NO3+) (AKINSHEYE; KLINGS, 2010; MENDONÇA; SILVEIRA; 

CONRAN, 2016; SCHAER et al., 2014).  

A Hb-Fe3+ pode acumular-se nos tecidos e na circulação sanguínea levando 

a liberação de heme, que constitui uma molécula altamente inflamatória e 

hidrofóbica. Entre os múltiplos efeitos inflamatórios provocados por esta molécula, 

está a ativação dos leucócitos e sua migração, aumento de moléculas de adesão e 
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de citocinas, com aumento da peroxidação lipídica e de moléculas oxidantes 

(BELCHER et al., 2014; DUTRA et al., 2014; SCHAER et al., 2013).  

O heme pode atuar como um DAMP (padrões moleculares associados ao a 

danos), levando a formação de inflamassomas em macrófagos estimulados por 

lipopolissacarídeos (LPS), induzindo a expressão do receptor toll-like tipo 4 (TLR-4) 

e a produção de TNF-α. Os inflamassomas constituem complexos citosólicos 

compostos por receptores do tipo NOD (NLR), cuja ativação leva a célula sofrer um 

processo programado de morte celular necrótica e inflamatória, chamado de 

piroptose, mediado por caspases inflamatórias (BELCHER et al., 2014; DUTRA et 

al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2007).  

O tipo de inflamassoma mais estudado atualmente e com implicações em 

diversas doenças descritas na literatura, é o NLRP3.  O inflamassoma NLRP3 e a 

expressão da citocina pro-IL-1β aumentam nas células do sistema imune inato após 

ativação de NF-κB por agonistas de TLR e TNF- (LEEMANS; CASSEL; 

SUTTERWALA, 2011). Um estudo conduzido por Dutra e colaboradores (2014), 

demonstrou que o heme é um indutor do processamento de pro-IL-1β através da 

ativação do inflamassona NLRP3 em macrófagos. O mecanismo molecular ilustra 

que a ativação de NLRP3 requer fosforilação da enzina tirosina quinase do baço, a 

Syk (spleen tyrosine kinase), que é responsável pela transdução de sinal de 

imunoreceptores clássicos, espécies reativas de oxigênio (ROS) e efluxo de 

potássio. Portanto, após hemólise intensa o heme liberado é dectecado por 

receptores do sistema imune inato ativando a resposta inflamatória em condições 

estéreis, e infecciosas e levando a secreção de IL-1β (DUTRA et al., 2014).  

Outro estudo também avaliou in vitro a ativação de NLPR3 em monócitos por 

eritrócitos falciformes, via estimulação de TLR e NLR, e consequente aumento da 

secreção de IL-1β e leucotrienos (LTB4). O tratamento com hidroxiuréia não reduziu 

a produção de mediadores inflamatórios ou evitou a ativação do inflamassoma 

(PITANGA et al., 2016). Portanto, os efeitos da ativação do NF-κB mediada por LPS 

e produção de mediadores inflamatórios em macrófagos podem ser potencializados 

pelo heme, através da geração de ROS mediada pela enzima Syk, demonstrando 

um papel importante do heme na amplificação da resposta imune inata à moléculas 

microbianas (FERNANDEZ et al., 2010). 

O heme também pode ligar-se a fatores de transcrição, como por exemplo o 

Bach-1, um regulador transcricional da heme-oxigenase (OH-1), sendo que sua 
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hidrofobicidade faz com que o heme possa se inserir e danificar as bicamadas 

lipídicas e organelas, levando a oxidação de proteínas e lipídios e produção de 

moléculas reativas como as lipoproteínas de baixa densidade extremamente 

inflamatórias e citotóxicas, que resulta em uma série de reações oxidantes com 

produção de ROS (JENEY et al., 2002; MENDONÇA; SILVEIRA; CONRAN, 2016; 

WAGENER, 2003).  

Em doenças hemolíticas como a DF, o heme liberado no plasma pode 

interagir e afetar a atividade de diferentes proteínas plasmáticas e homeostáticas 

(ROUMENINA et al., 2016). Seu potencial pró-oxidativo pode desencadear a 

ativação excessiva e desregulação do sistema complemento, bem como alterar as 

especificidades de ligação das imunoglobulinas aos antígenos (DIMITROV et al., 

2007; FRIMAT et al., 2013; HADZHIEVA et al., 2015; MCINTYRE; WAGENKNECHT; 

FAULK, 2006).  

O baço é o órgão primariamente afetado na AF e possui um papel singular 

como causa de morte na AF. A maioria dos pacientes sofrem de asplenia funcional 

ou ‘autoesplenectomia’, decorrente das crises de sequestro esplênico caracterizadas 

pela congestão do baço por hemácias falciformes, que evolui para trombose e 

múltiplos infartos e consequente fibrose e atrofia do órgão. Estas crises podem 

ocorrer nos primeiros 2-5 anos de vida, precedendo a diminuição e perda da função 

do baço. O sequestro esplênico é a segunda causa de morte na primeira década de 

vida e o tratamento deve ser imediato buscando restaurar a volemia através da 

transfusão de hemácias.  A prevenção pode ser feita por meio de transfusões 

crônicas ou de esplenectomia cirúrgica (BOOTH; INUSA; OBARO, 2010; ODIÈVRE 

et al., 2011; OWUSU-OFORI; HIRST, 2017; WILLIAM; CORAZZA, 2007). 

A principal consequência da asplenia funcional ou esplenectomia cirúrgica é o 

aumento do risco de infecções graves, especialmente em crianças até quatro anos 

de idade, destacando-se a meningite bacteriana causada por pneumococos em 78% 

dos casos. Outros tipos de infecções frequentes são a pneumonia, osteomielite, 

septicemia e infecção urinária. As bactérias envolvidas são aquelas que 

caracteristicamente possuem envoltório de polissacarídeos como: Streptococcus 

pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Escherichia coli, 

Enterobacter sp., Klebsiella sp., Staphylococcus aureus, além de Mycoplasma sp.  O 

avanço na prevenção das infecções por meio de medidas profiláticas com penicilina 

e vacinas conjugadas diminuiu o risco de morte na primeira infância. Entretanto, os 
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pacientes com DF ainda possuem risco infeccioso aumentado devido a hipofunção 

esplênica desde os primeiros meses de vida. Outras possíveis causas da 

suscetibilidade aumentada as infecções apresentadas pelos pacientes com AF ainda 

não são totalmente compreendidas (BOOTH; INUSA; OBARO, 2010; ODIÈVRE et 

al., 2011; OWUSU-OFORI; HIRST, 2002; WILLIAM; CORAZZA, 2007).  

A função esplênica gravemente reduzida e prejudicada nos pacientes com DF 

pode levar a alterações imunológicas importantes pois a zona marginal do baço 

abriga uma população celular única, as células B de memória IgM+, que produzem 

anticorpos naturais envolvidos na opsonização/eliminação de bactérias 

encapsuladas. O papel importantíssimo do baço no início da resposta imunológica 

contra bactérias encapsuladas é demonstrado pela redução das células B de 

memória IgM+ após sua remoção, especialmente as células CD27+IgMhighIgDlow que 

produzem anticorpos contra antígenos polissacarídeos (CAMERON et al., 2011; 

KRUETZMANN et al., 2003; WASSERSTROM et al., 2008; WILLIAM; CORAZZA, 

2007).  Portanto, a baixa função esplênica encontrada nos pacientes falciformes 

acarreta em um risco aumentado de infecções por bactérias encapsuladas devido a 

resposta diminuída à vacinas com antígenos sacarídeos, mas não peptídicos 

(KRUETZMANN et al., 2003).  

Embora a esplenectomia tenha sido associada ao decréscimo de células B de 

memória CD27+, o número total de células B é normal, sendo observado um 

aumento do número de células B naive em relação a indivíduos saudáveis e uma 

diminuição de resposta ao estímulo com CpG com consequente incapacidade de 

formar células produtoras de anticorpos (CAMERON et al., 2011; GIORDANO et al., 

2016). Em modelos animais de DF, alterações histológicas e morfológicas 

esplênicas foram relacionadas a redução de imunoglobulinas da classe IgA, IgM e 

IgG2b no soro e diminuição de células B circulantes (SZCZEPANEK et al., 2012).   

Defeitos funcionais e quantitativos foram observados em células progenitoras 

hematopoéticas em pacientes com β-talassemia que realizaram transplante de 

medula óssea. Observou-se nos períodos iniciais um potencial clonogênico alterado 

de células progenitoras além de sua redução significativa, sugerindo alterações 

intrínsecas das células progenitoras ou danos secundários ao processo inflamatório 

dentro do microambiente da medula óssea, que podem influenciar a hematopoiese e 

a imunidade (ISGRÒ et al., 2010). Supõe-se que esses defeitos também ocorram 

em paciente com DF. 
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Atualmente, existem poucos estudos que avaliaram a imunidade adaptativa 

na DF. Estes trabalhos indicam que a doença em si e os tratamentos utilizados 

podem induzir anormalidades nas células T e B (revisado por BALANDYA et al., 

2016). Distúrbios encontrados, como redução na proporção de células T CD4+ e 

CD8+ circulantes foram altamente associados à asplenia funcional e esplenectomia 

em pacientes com AF (KRUETZMANN et al., 2003). 

Foram descritas alterações importantes em células T reguladoras (Tregs) em 

pacientes com DF, tais como maior ativação, maior expressão de CTLA-4 e baixa 

expressão de HLA-DR em comparação a indivíduos sadios. Além disso, defeitos na 

migração de Tregs devido a baixa expressão de CCR7 também foram relatados 

(VINGERT et al., 2014). 

De forma geral, o espectro das alterações imunológicas, principalmente da 

imunidade adaptiva na DF é amplo, envolvendo mecanismos humorais e celulares. 

Sendo o timo um órgão de extrema importância na prevenção e controle de 

infecções pela geração de novas células T, ainda não existem dados na literatura 

como ou se a fisiopatologia da doença afeta sua função. Portanto, são importantes 

estudos que avaliem mais detalhadamente a funções do timo, da medula e da 

resposa imune em pacientes com DF. 

 

1.3 Abordagens terapêuticas utilizadas no tratamento das doenças falciformes 

 

1.3.1 Hidroxiuréia  

 

Entre os tratamentos mais utilizados estão a hidroxiuréia (HU) e a transfusão 

sanguínea (TF). A introdução da HU no tratamento da AF trouxe uma contribuição 

significativa, especialmente com relação as crises vaso-oclusivas, com redução 

significativa na taxa média anual de eventos dolorosos e diminuição de episódios de 

STA. Sintetizada pela primeira vez na Alemanha em 1869, por Dressler e Sterin, a 

hidroxiuréia é um análogo da ureia, utilizada inicialmente no controle de doenças 

mieloproliferativas.   Constitui uma droga citotóxica e antineoplásica, com ação anti-

metabólica inibidora da síntese de DNA. A HU leva a inibição da ribonucleotídeo 

redutase (enzima catalizadora da formação de deoxirribonucleotídeos dos 

ribonucleotídeos), acarretando na supressão da proliferação de precursores 

eritróides com ciclagem mais rápida, favorecendo a formação dos precursores mais 
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primitivos de ciclagem mais lenta, que contêm mais hemoglobina fetal (HbF). O 

aumento dos níveis de HbF nos eritrócitos falciformes está diretamente associado ao 

melhor prognóstico da doença (CANÇADO et al., 2009; DRESSLER WFC AND 

STERIN R, 1869; KEIKHAEI; YOUSEFI; BAHADORAM, 2015).  

No entanto, além de aumentar os níveis de HbF, a HU leva a redução do 

número de leucócitos e plaquetas e diminuição da expressão de moléculas de 

adesão (tal como o VCAM-1) (LAURANCE et al., 2010; STEINBERG et al., 2003). 

Seu metabolismo resulta na produção de NO, compensando a redução deste no 

processo de hemólise crônica (PLATT et al., 1984; WONG et al., 2014). Além disso, 

a medicação também possui efeitos moduladores sobre a doença, envolvendo 

modificações epigenéticas e participação em vias de sinalização pós-transcricionais, 

tais como regulação por microRNAs (PULE et al., 2015).  

Com relação a alterações imunológicas, um estudo demonstrou que o 

tratamento prolongado com HU em crianças de até 2 anos de idade levou a 

diminuição do número absoluto de linfócitos totais, linfócitos T CD4+ e de memória 

CD4+CD45RO+ e CD8+CD45RO+.  Porém, a HU levou ao aumento de linfócitos T 

CD8+ naive em comparação a um grupo tratado com placebo, embora estes valores 

ainda estejam dentro dos níveis normais. O estudo também avaliou a resposta à 

vacinação pneumocócica através da quantificação de anticorpos específicos para 

sarampo, caxumba e rubéola, não encontrando diferenças entre os grupos, 

indicando que a imunização é efetiva apesar do uso de HU (LEDERMAN et al., 

2014). Resultados similares encontrados por Nickel et al. (2015) mostaram que o 

tratamento com HU aumenta os linfócitos T CD4+, bem como melhora o status 

imunológico dos pacientes em relação aos pacientes tratados com TF (NICKEL et 

al., 2015).  

Estudos demonstraram que a HU é capaz de reduzir a expressão de TNF-α 

por linfócitos e a ativação de mastócitos em pacientes com AF. Em indivíduos HIV+, 

a HU é capaz de reduzir a ativação imunológica e melhorar as respostas de células 

T CD4+ e CD8+ específicas contra o vírus. Estes achados demonstram que ocorrem 

alterações importantes na expressão de genes de vários mediadores anti-

inflamatórios em pacientes com AF tratados com HU, levando a normalização do 

status imunológico e diminuição da inflamação nestes pacientes (AFRIN, 2014; 

CASTILHOS et al., 2015; KEIKHAEI et al., 2013; LANARO et al., 2009; LÓPEZ et al., 

2004).  
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Alguns efeitos adversos do tratamento com HU são comumente relatados, 

como a mielossupressão, genotoxicidade e indução da produção de citocinas pró-

inflamatórias (CANÇADO et al., 2009; LAURANCE et al., 2010; STEINBERG et al., 

2003). No Brasil, é preconizado o uso de HU em crianças com idade superior a 3 

anos (CANÇADO et al., 2009). Um ensaio clínico americano (BABY HUG), 

investigou a eficácia da medicação em crianças de 9-18 meses. Apesar da 

mielosupressão leve esperada, o uso de HU não foi associado ao risco aumentado 

de infecções graves e os dados forneceram informações importantes de segurança 

e eficácia para considerar a terapia em crianças em seus primeiros meses de vida 

(THORNBURG et al., 2012). 

De forma geral, estudos clínicos tem demonstrado que o tratamento 

continuado com HU está relacionado com diminuição dos episódios dolorosos, 

diminuição do número de hospitalizações e transfusões sanguíneas, e melhora da 

qualidade de vida e maior sobrevida nestes pacientes (BRANDOW; PANEPINTO, 

2010; CANÇADO et al., 2009; CANÇADO; JESUS, 2007; KEIKHAEI; YOUSEFI; 

BAHADORAM, 2015; MCGANN; WARE, 2015; PULE et al., 2015; SILVA-PINTO et 

al., 2013). 

 

1.3.2 Transfusão Sanguínea 

 

A terapia com transfusão sanguínea é atualmente a mais utilizada para a 

maioria das complicações crônicas e agudas em pacientes com DF mais graves. 

Pacientes com DF necessitam de transfusões principalmente em complicações 

agudas, como, por exemplo, crise de sequestro esplênico, AVC, crise aplástica, 

preparação para cirurgias, gravidez e STA (ADAMS; BRAMBILLA, 2005; KELLY et 

al., 2016). A terapia regular com transfusões diminui significativamente a incidência 

de complicações cerebrovasculares, lesão neurológica mais comum especialmente 

em crianças (DEBAUN et al., 2014). 

A transfusão pode ser realizada por meio da transfusão simples ou transfusão 

de troca.  Transfusão simples é indicada sempre que houver queda do hematócrito 

visando restaurar a compensação hemodinâmica produzida pela anemia (ZAGO; 

PINTO, 2007).  Transfusão de troca pode ser feita manualmente, onde há a retirada 

de sangue do paciente seguida por transfusões simples, ou por meio de 

eritrocitaférese, realizada em processadores automáticos. A eritrocitaférese tem sido 
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cada vez mais utilizada e oferece vantagens pois permite o ajuste rápido e 

simultâneo do hematócrito e do nível de HbS além da capacidade de limitar a 

sobrecarga de ferro (HILLIARD et al., 1998; QUIROLO et al., 2015). Os pacientes 

devem ser cuidadosamente monitorados, devidos aos riscos e complicações 

inerentes às transfusões sanguíneas, tais como a sobrecarga de ferro, reações 

transfusionais e aloimunização (KELLY et al., 2016). 

Aloimunização é uma complicação clinicamente significativa na AF, levando 

aos desafios na identificação de tipos sanguíneos compatíveis com dos pacientes 

(NICKEL et al., 2016; TELEN et al., 2015). Aloanticorpos não detectados 

apresentam um risco caso os pacientes recebam transfusões antígeno-positivas, 

resultando em reações hemolíticas, e, por outro lado, pacientes com história de um 

ou mais aloanticorpos possuem risco aumentado de formar novos aloanticorpos com 

subsequentes exposições transfusionais (HIGGINS; SLOAN, 2008; PETZ et al., 

1997; YEE et al., 2017). 

É importante salientar que várias alterações na composição da imunidade 

inata e adaptativa já foram observadas em pacientes com AF tanto aloimunizados 

quanto não aloimunizados como por exemplo o aumento na proporção de células T 

CD4+ de memória (VINGERT et al., 2015). A imunomodulação provocada pelas 

repetidas transfusões parece contribuir para diminuição da capacidade de responder 

a vacinação pelo vírus H1N1 em crianças com AF, aumentando o risco de infecções 

(KAPLAN et al., 1984; PAHWA et al., 1985; PUROHIT et al., 2012). 

Entre as anormalidades imunológicas mais proeminentes em pacientes com 

DF aloimunizados, pode-se citar o aumento de células Th2 (IL-4+) e Th17 (IL-17+), 

redução da atividade de Tregs (FRIMAT et al., 2013; REITER et al., 2002; VINGERT 

et al., 2015), além de um aumento na proporção das células T CD4+ de memória 

central e efetora (NICKEL et al., 2015). Um perfil mais inflamatório já foi descrito em 

pacientes com DF aloimunizados em relação a pacientes não aloimunizados, 

caractetizado por menores níveis da enzima heme oxigenase (HO-1) em monócitos 

e maior concentração de IL-12 (ZHONG et al., 2014).  

Um distúrbio na homeostase de células B foi descrito em pacientes com DF 

regularmente transfundidos, caracterizado pelo aumento da frequência dos linfócitos 

B CD19+ e diminuição de células B reguladoras (Bregs) (CD19+CD24highCD38high), 

que são produtoras da citocina aintiinflamatória IL-10, em relação a um grupo de 

indivíduos afrodescendentes saudáveis. Além disso, as Bregs de pacientes 
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aloimunizados quando estimuladas, apresentaram menor capacidade funcional de 

produzir IL-10, indicando uma desregulação imunológcia devida ao estado 

inflamatório crônico destes pacientes (BAO et al., 2013).  

A sobrecarga de ferro decorrente das transfusões crônicas é outra 

complicação frequente observada nos pacientes com DF. O ferro em excesso pode 

depositar-se gradativamente em órgãos e tecidos, especialmente no fígado, baço, 

miocárdio e medula óssea, ocasionando lesões celulares e teciduais. A terapia com 

quelação de ferro é indispensável para sobrevida dos pacientes, considerando que 

quanto maior o acúmulo de ferro, maiores os riscos de morbidade e mortalidade. A 

quelação visa prevenir o acúmulo patológico de ferro no organismo, devendo ser 

iniciada preferencialmente antes de instalada sobrecarga (CANÇADO, 2007). 

Na indicação transfusional na AF, em geral, o objetivo é manter o nível de 

HbS abaixo de 30%. A melhora clínica em pacientes com hipertensão pulmonar e 

priaprismo é significativa e imediata logo após uma primeira transfusão, já que 

parece estar relacionada aos níveis de HbS (TSITSIKAS et al., 2017). Para o 

controle e a prevenção de eventos neurológicos (acidente vascular isquêmico e 

alterações de doopler transcerebral), hipertensão pulmonar e síndrome torácica 

aguda redicivante, o uso de transfusão crônica ainda parece ser o tratamento de 

escolha (ADAMS et al., 1998; KELLY et al., 2016). 

 

1.3.3 Transplante de células tronco hematopoéticas 

 

Atualmente, o transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) alogênico 

é a forma de terapia celular mais estabelecida e reconhecida mundialmente, 

constitui a única opção curativa em pacientes com hemoglobinopatias, incluindo 

talassemias e DF, sendo que mais de 250 pacientes já foram transplantados em 

estudos clínicos. O objetivo destes estudos clínicos iniciais foi definir os riscos e os 

benefícios da terapia celular e compreender a história natural da doença após o 

TCTH alogênico. Após uma mediana de cinco anos de seguimento, a sobrevida 

global e a sobrevida livre de doença foram de aproximadamente 90%-95% e 80%-

85%, respectivamente, para pacientes com doador HLA compatível em todos os 

estudos (AL JEFRI, 2011; BERNAUDIN et al., 2007; FERRANDO-MARTÍNEZ et al., 

2010; GAZIEV; LUCARELLI, 2011; HSIEH; FITZHUGH; TISDALE, 2011; KHOURY; 

ABBOUD, 2011; LUCARELLI et al., 2012; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).  
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Recentemente foram publicados os dados de uma pesquisa retrospectiva que 

avaliou os resultados clínicos de pacientes com DF após TCTH alogênico HLA-

idêntico entre irmãos, que mostrou uma sobrevida global de 92,9%. No entanto, vale 

ressaltar que a sobrevida diminuiu conforme o aumento da idade dos pacientes no 

momento do transplante (GLUCKMAN et al., 2017).   

Embora o TCTH alogênico esteja sendo amplamente utilizado como uma 

terapia efetiva e curativa para várias doenças hematológicas, este pode apresentar 

vários efeitos colaterais e complicações graves, tais como a doença do enxerto 

contra o hospedeiro (DECH), que pode ser aguda (DECHa) ou crônica (DECHc). A 

DECH é uma síndrome complexa em que as células T do doador desenvolvem uma 

resposta imunológica contra as células do receptor, resultando em dano tecidual, 

principalmente na pele, fígado e sistema gastrointestinal (GEERMAN; NOLTE, 

2017).   

O decurso fisiopatológico da DECH ocorre incialmente através da ativação do 

sistema imunológico, em especial de células apresentadoras de antígenos (APCs); 

seguido pela ativação, proliferação, diferenciação e migração de células efetoras, 

culminando na destruição de tecidos alvos. Antes do TCTH, no período de 

condicionamento (pré-transplante), os quimioterápicos e/ou radiação utilizados 

podem causar dano tecidual no hospedeiro com consequente liberação sistêmica de 

citocinas pró-inflamatórias (denominada cytokine storm em inglês) e ativação do 

sistema imunológico, consistindo na primeira fase da DECH. Já após o TCTH, as 

células T do doador reconhecem os antígenos apresentados pelas APCs ativadas 

do receptor, tornando-se também ativadas, resultando no recrutamento de mais 

células efetoras, como células NK e macrófagos, e no desenvolvimento da resposta 

imunológica contra células do hospedeiro (BERES; DROBYSKI, 2013; FEDORIW et 

al., 2012; FERRARA; REDDY, 2006; PACZESNY et al., 2013; SHLOMCHIK, 2007; 

ZHANG et al., 2016).  

Historicamente, DECHa foi definida como uma manifestação de rejeição que 

ocorria nos primeiros cem dias após o TCTH, enquanto a DECHc ocorria após este 

período. No entanto, nos últimos anos, houve o reconhecimento de manifestações 

clínicas de DECH fora de um período delineado, sendo que novos critérios e 

consensos clínicos têm refinado as definições tanto de DECHa quanto de DECHc, 

abordando inclusive a sobreposição entre estas duas condições (FILIPOVICH et al., 

2005; PAVLETIC; VOGELSANG; LEE, 2015; TOUBAI et al., 2016).  
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As manifestações clínicas típicas de DECHa incluem erupção cutânea e 

aumento de bilirrubina com icterícia decorrente dos danos nos ductos biliares 

levando à náusea, vômitos, diarreia e dores abdominais. O diagnóstico depende da 

avaliação dos órgãos alvos através de análise clínica, laboratorial e biópsia 

(ZEISER; BLAZAR, 2017). A pele é o órgão mais frequente e primariamente afetado, 

seguida pelo trato gastrointestinal e fígado. A gravidade da DECHa é classificada de 

acordo com a extensão de acometimento dos órgãos-alvo, sendo que o grau I é 

considerado leve; grau II é considerado moderado; grau III considerado grave e grau 

IV é considerado o mais grave (HARRIS et al., 2016).  

Estudos recentes sobre os mecanismos de lesão teciduais destacam 

interações complexas entre diferentes tipos de células efetoras com as células alvo 

nos tecidos do hospedeiro, sugerindo que alterações na homeostase intestinal, a 

microbiota e o metaboloma podem modular a gravidade da DECHa (TESHIMA; 

REDDY; ZEISER, 2016).  Através de estudos com camundongos, observou-se que 

em sua fase inicial, o processo inflamatório com liberação de DAMPs pode levar a 

ativação do inflamassoma NLRP3 com aumento de IL-1β e IL-18 (JANKOVIC et al., 

2013). Posteriormente ocorre a ativação e expansão de células T CD4+ e CD8+ que 

reconhecem APCs expressando peptídeos MHC e/ou antígenos menores de 

histocompatibilidade do hospedeiro (ZEISER; BLAZAR, 2017).  As células T CD8+ 

do doador causam danos nas células epiteliais medulares tímicas do hospedeiro, 

resultando na produção de células T CD4+ autorreativas, aumentando os danos no 

tecido tímico e as chances de desenvolver DECHc (WU et al., 2013).  

Por outro lado, a DECHc pode afetar não apenas nos tecidos epiteliais 

envolvidos na DECHa, mas também o sistema musculoesquelético, oral, esofágico, 

articular, ocular, linfohematopoético, dentre outros, tornando o diagnóstico e 

prognóstico difíceis, devido a heterogeneidade de manifestações clínicas (COOKE et 

al., 2017). As citocinas IL-6 e IL-1β liberadas devido ao dano tecidual da DECHa 

induzem a diferenciação de células Th17, contribuindo para o desenvolvimento da 

DECHc (ZEISER; BLAZAR, 2017). A segunda fase da DECHc é caracterizada por 

respostas imunes adaptativas, sendo que as células B possuem um papel central na 

patogênese da DECHc. Desregulação na reconstituição das células B e altos níveis 

do fator ativador de célula B (B cell-activating fator, BAFF) após o TCTH têm sido 

encontrados em pacientes com DECHc (ZHANG et al., 2016), além disso, as células 

B do doador podem aumentar a expansão clonal das células T CD4+ autorreativas 
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residuais do hospedeiro e direcionar a diferenciação para um perfil Th2 pró-

inflamatório (YOUNG et al., 2012).  

Com relação à enxertia da medula óssea (MO), ocorreu quimerismo misto 

estável em aproximadamente 25% das crianças que receberam TCTH de doadores 

HLA idênticos, sendo que  nenhuma destas crianças apresentou eventos dolorosos 

ou outras complicações relacionadas a doença, sugerindo que um quimerismo total 

das células do doador pode não ser necessário para o sucesso do transplante (AL 

JEFRI, 2011; BERNAUDIN et al., 2007; FERRANDO-MARTÍNEZ et al., 2010; 

GAZIEV; LUCARELLI, 2011; HSIEH; FITZHUGH; TISDALE, 2011; KHOURY; 

ABBOUD, 2011; LUCARELLI et al., 2012; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). 

 

1.4 Reconstituição imunológica após o transplante alogênico de células-tronco 

hematopoéticas 

 

As reações imunológicas têm um papel central no TCTH alogênico. A 

compreensão dos mecanismos envolvidos na enxertia/rejeição, no desenvolvimento 

da DECH bem como no desenvolvimento da tolerância imunológica e da 

reconstituição do sistema imune pós-TCTH requer conhecimento dos mecanismos 

imunológicos e imunogenéticos envolvidos nas respostas imunes geradas pelo 

TCTH (CHAUDHRY et al., 2017; VOLTARELLI, 2009).  

A tolerância imunológica recíproca entre células do doador e do receptor pode 

ser alcançada depois de poucos meses após o TCTH, sendo que o mecanismo 

responsável envolve o quimerismo sustentado de células imunocompetentes do 

doador no organismo do receptor, resultando em reeducação tímica das células 

alorreativas do doador e do receptor, prevenindo seu envolvimento em respostas 

imunológicas patogênicas.  Ao mesmo tempo, é necessário ocorrer uma 

reconstituição imunológica (RI) adequada para o reconhecimento e controle de 

agentes infecciosos e a eliminação de células patogênicas (neoplásicas, autoimunes 

ou portadoras de distúrbios hereditários) residuais do receptor que resistiram ao 

condicionamento (VOLTARELLI, 2009). 

Uma RI eficiente é essencial para limitar o risco de recaída e número de 

infecções. A reconstituição de diferentes populações (linfócitos B, T, células NK) e 

células apresentadoras de antígeno (monócitos, macrófagos e células dendríticas) 

deve ser considerada não apenas quantitativamente mas também qualitativamente 
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em termos de subconjuntos funcionais (TOUBERT et al., 2012). Inicialmente após o 

TCTH, a diversidade das células T circulantes é limitada, com a predominância de 

poucos clones. Porém, a diversidade do repertório de células T pode aumentar 

gradualmente em 2-3 anos devido a reativação e produção tímica de novas células T 

com diferentes especificidades (SULLIVAN; MURARO; TYNDALL, 2010).  

O timo constitui o local anatômico primário para a produção de novas células 

T, e possui um papel crucial na qualidade da RI e sucesso clínico após o TCTH 

(TOUBERT et al., 2012). A homeostase do sistema imunológico e a reconstituição 

de um repertório diversificado de células T periféricas constituem um processo longo 

e contínuo que depende de um funcional capaz de recuperar a ontogênese completa 

de células T (BAINS et al., 2009). Através da expressão de marcadores de superfície 

celular distintos e de rearranjos genéticos, os timócitos são submetidos a diferentes 

etapas de maturação antes de alcançar a fase final (Dik et al., 2005). Ao longo deste 

processo, é formado um repertório altamente heterogêneo de linfócitos capazes de 

responderem a uma grande variedade de antígenos (Nossal GV,1994, Fry et al., 

1989; Hodes et al.,1989).  

A reconstituição das células T após o TCTH ocorre por dois mecanismos 

distintos, um timo-dependente e outro timo-independente, havendo um balanço 

dinâmico entre esses dois caminhos (WILLIAMS; HAKIM; GRESS, 2007) Pelo 

mecanismo timo-independente ocorre expansão de células T naive e de memória 

residuais na periferia por proliferação homeostática (PH). Este é o principal 

mecanismo de reconstituição durante os períodos iniciais (até 1-2 anos) pós TCTH 

(MURARO; DOUEK, 2006; TCHAO; TURKA, 2012).  

No mecanismo timo-dependente ocorre a geração de novas células T naive 

pelo tecido tímico a partir de precursores linfoides T. A avaliação da neogênese de 

células T pode ser realizada pela quantificação absoluta de TRECs (do inglês, T cell 

receptor excision circles). Os TRECs são moléculas circulares de DNA formadas e 

excisadas durante a recombinação V(D)J do receptor das células T (TCR). Podem 

ser do tipo signal joint-TREC (sjTREC) ou β-TRECs (DOUEK et al., 2000).  Os 

TRECs são estáveis localizadas no citoplasma das células T que não são duplicadas 

durante a divisão celular. Eles são encontrados em alta concentração em células T 

CD4+CD45RA+CD31+ naive, também chamadas de células recém-emigrantes do 

timo, portanto são ótimos marcadores de células T naive. Porém, não são 

encontrados em células T de memória, células B e em células T γδ (DOUEK et al., 
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2000). Adicionalmente, também pode ser feita a quantificação de β-TRECs, que 

constitui um conjunto de segmentos Dβ-Jβ, resultantes do rearranjo da cadeia β, 

sendo que a razão entre sjTREC/ β-TREC fornece uma taxa direta da proliferação 

intratímica, pois a etapa em que ocorre o rearranjo das cadeias α e β não é afetada 

pela proliferação das células T periféricas, proporcionando assim uma ferramenta 

eficaz para analisar o output do timo (DION et al., 2004). 

Outra abordagem utilizada para avaliar se o timo está produzindo novas 

células T naive é a análise da diversidade do repertório de células T periféricas.  O 

repertório pode ser avaliado antes e após o transplante em vários períodos, e 

também em diferentes grupos de pacientes/indivíduos. Sua avaliação pode ser feita 

pelo método TCRBV CDR3 Spectratyping ou Immunoscope, que consiste em 

reações de PCR baseada na análise da variação do tamanho da região CDR3 da 

cadeia β do TCR, seguida da análise dos fragmentos por sequenciamento 

(PANNETIER et al., 1993; PANNETIER; EVEN; KOURILSKY, 1995). Atualmente, 

pode ser analisado também pela tecnologia de sequenciamento gênico de nova 

geração (next sequencing generation, NGS). O repertório de células T maduras na 

periferia é regulado por mecanismos homeostáticos complexos, onde as células T 

naïve são mantidas pela interleucina-7 (IL-7) e pela sinalização resultante da 

interação do receptor de células T com o complexo principal de histocompatibilidade 

("Major Histocompatibility Complex" - MHC) apresentando peptídeos próprios, que 

juntos fornecem estímulos submitogênicos de sobrevivência para as células T 

(WILLIAMS; HAKIM; GRESS, 2007). 

Já o desenvolvimento e reconstituição dos linfócitos B é dividido em duas 

fases principais: uma fase inicial independente de antígeno, em que as células B 

precursoras se tornam linfócitos B funcionais na medula óssea, e uma fase 

dependente de antígeno, em que o compartimento de células B maduras é mantido 

por processos de reedição e seleção celular (GHIA et al., 1998). Na maturação das 

células B, os KRECs (do inglês, K-deleting recombination excision circles) são os 

produtos de recombinação eventos que determinam a exclusão do lócus da cadeia 

kappa das Imunoglobulinas (IGK) (SIMINOVITCH et al., 1985; VAN ZELM et al., 

2007, 2011). Eles são gerados pelos linfócitos B que, depois de concluir o rearranjo 

de genes da cadeia pesada das imunoglobulinas, não conseguiram reorganizar os 

genes IGK em um ou ambos os alelos (BEISHUIZEN et al., 1997), nestas células, o 

lócus se torna não funcional. Embora este evento leve a exclusão de quaisquer 
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rearranjos adicionais no lócus IGK, a articulação da codificação (do inglês, coding 

joint) resultante permanece estável no genoma dos linfócitos B (VAN ZELM; VAN 

DER BURG; VAN DONGEN, 2007). Da mesma forma que os TRECs, os KRECs não 

se duplicam durante a divisão celular, permanecendo estável como DNA epissomal, 

porém o Cj é duplicado durante cada divisão celular. Portanto, a relação entre 

Cj/KREC reflete diretamente o número de divisões das células B após o evento de 

recombinação, proporcionando assim uma maneira única de avaliar o histórico 

replicativo in vivo dos linfócitos B maduros (VAN ZELM et al., 2007). 

A avaliação da cinética da reconstituição imunológica, que inclui a neogênese 

de células T e B, é importantíssima para predição da resposta terapêutica e taxa de 

mortalidade dos transplantes de medula óssea, principalmente nos transplantes 

alogênicos (BARTELINK et al., 2013; WU et al., 2004). A análise molecular dos 

níveis de TRECs e KRECs em células mononucleares periféricas e da diversidade 

do repertório de células T periféricas (pela análise da variação do tamanho da região 

CDR3 da cadeia β do TCR) confere informações sobre a homeostase dos 

compartimentos de células T e B, que influencia diretamente o status imunológico 

dos pacientes com DF tratados por diferentes modalidades terapêuticas. Nesse 

contexto, não existem trabalhos na literatura acerca da reconstituição imunológica 

em pacientes com DF tratados após com TCTH alogênico. Recentemente, nosso 

grupo de pesquisa iniciou trabalhos nessa área com objetivo de esclarecer os os 

mecanismos e benefícios do TCTH alogênico nas DF.  



 

 

 

 

 

 

 

 

2. Justificativa e Hipótese 



Justificativa e Hipótese  |  23 

2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 

No Brasil, a DF é a doença hereditária monogênica mais comum, ocorrendo 

predominantemente entre afrodescendentes e sendo mais frequente nos estados do 

Norte e Nordeste. É estimado que cerca de 4% da população geral brasileira e 6% a 

10% dos afrodescendentes são portadores do traço falciforme. Com base nos dados 

fornecidos pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), a cada ano, nasce 

no Brasil cerca de 3.500 crianças com AF e 200 mil portadoras de traço falciforme 

(CANÇADO; JESUS, 2007; SIMÕES et al., 2010). 

No contexto mundial, dois parâmetros utilizados pela Organização Mundial de 

Saúde para avaliar o impacto das doenças na população revelam números 

preocupantes sobre o impacto da DF na população. O YLD (do inglês years lived 

with the disability), que reflete a quantidade de anos que um indivíduo viveu com a 

DF é de 10,917, uma observação dramática sendo que para as doenças 

cardiovasculares o YLD é de 21,985, ou seja, apenas duas vezes mais importante 

do que as DF. Já o DAYL (disability-adjusted life years), que demonstra a soma dos 

potenciais anos de vida perdidos devido a mortalidade prematura, e os anos de vida 

produtiva perdidos devido a deficiências complicações de uma doença é de 15,640, 

ou seja, um número alarmante (MURRAY et al., 2012; VOS et al., 2012). As DF são 

muito relevantes no contexto da saúde pública com grande impacto social, portanto, 

diferentes estratégias terapêuticas devem que ser consideradas e avaliadas. 

O uso crônico de hidroxiuréia, apesar de beneficiar um número importante de 

pacientes apresenta toxicidade relevante e várias limitações. O tratamento com 

transfusões crônicas tem que ser realizado em regime ambulatorial e leva à 

complicações clínicas importantes como a sobrecarga de ferro e aloimunização. O 

TCTH alogênico, uma forma estabelecida de terapia celular usada para outras 

doenças hematológicas e que vêm sendo considerada como outra opção terapêutica 

para DF, é a única curativa, mas que também tem suas indicações, limitações e alta 

toxicidade.  

Dentre as manifestações clínicas das DF destacam-se crises vaso-oclusivas 

que levam a disfunção de vários órgãos e as infeções recorrentes. Os pacientes com 

DF possuem alterações imunológicas descritas, historicamente atribuídas a 

disfunção esplênica e ao estado inflamatório crônico (BARRETT-CONNOR, 1971; 

HOLTZCLAW et al., 2004; PLATT, 2000).  
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Vale ressatar que as vaso-oclusões na microcirculação afetam praticamente 

todos os órgãos dos pacientes com DF, como os rins, cérebro e pulmões, inclusive o 

baço e a medula óssea. Porém, se os tecidos do timo e dos linfonodos destes 

pacientes também são afetados pelas vaso-oclusões ainda é uma questão em 

aberto. Nossa hipótese é que as vaso-oclusões na microcirculação causadas pelas 

hemácias falciformes levam a microinfartos que podem afetar as funções do timo, 

linfonodos e medula óssea, órgãos responsáveis pela imunidade. 

Consequentemente, esses pacientes teriam uma diminuição da produção de novas 

células T e B, uma desregulação dos compartimentos T e B periféricos e 

comprometimento da imunidade nesses pacientes.  

Outra questão ainda em aberto é se as diferentes modalidades terapêuticas 

disponíveis para tratamento dos pacientes com DF são capazes de melhorar a 

disfunção imunológica nesses pacientes e qual seria o melhor tratamento nesse 

quesito. Diante desse cenário, investigamos o impacto de diferentes modalidades 

terapêuticas na neogênese de células T e B, bem como avaliamos a composição do 

repertório de células T periféricas nos pacientes com DF.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a neogênese de células T e B e a diversidade do repertório de células 

T periférico em pacientes com doença falciforme sem tratamento ou tratados com 

hidroxiuréia, transfusão crônica ou transplante alogênico de células-tronco 

hematopoéticas. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar a neogênese de células T pela quantificação da expressão absoluta de sj-

TREC e β-TREC em células mononucleares de sangue periférico; 

- Avaliar a neogênese de células B pela quantificação da expressão absoluta de Cj 

e sjKREC em células mononucleares de sangue periférico; 

- Analisar a diversidade do repertório de células T periférico pela amplificação do 

segmento gênico que contém a região CDR3 do receptor de células T; 

- Correlacionar os resultados clínico-laboratoriais dos pacientes com DF sem 

tratamentos ou tratados pelas diferentes modalidades terapêuticas, com os 

resultados das avaliações imunológicas; 

- Comparar os impactos das diferentes modalidades terapêuticas na neogênese de 

células T e B e na diversidade do repertório de células T periférico. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Casuística e delineamento do estudo 

 

Este estudo constituiu-se de duas partes: uma análise prospectiva com o objetivo 

de estudar a neogênese de células T e B e repertório de células T em pacientes com DF 

submetidos ao tratamento com transplante alogênico de células tronco hematopoéticas e 

uma análise transversal com o objetivo de estudar a neogênese de células T e B e 

repertório de células T em pacientes com AF submetidos ao tratamento com hidroxiuréia 

ou transfusão crônica e em pacientes com anemia falciforme sem tratamento.  Este 

trabalho foi desenvolvido no Centro de Terapia Celular (CEPID-FAPESP) do Centro 

Regional de Hemoterapia de Ribeirão Preto (HC-FMRP-USP) em colaboração com a 

Unidade de Transplante de Medula Óssea (TMO) do HC-FMRP-USP. 

Foram incluídos nesse estudo vinte e oito pacientes com DF que foram submetidos 

ao tratamento com transplante alogênico de células tronco hematopoéticas na unidade de 

TMO do Hospital das Clínicas da FMRP-USP de outubro de 2010 a julho de 2016. Todos os 

pacientes incluídos neste estudo respeitaram os critérios de inclusão e exclusão do protocolo 

clínico aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital das Clínicas da FMRP-USP (3551/2002: 

"Transplante de células progenitoras hematopoéticas em hemoglobinopatias") e do projeto 

de pesquisa: ‘‘Transplante de Medula Óssea em anemia falciforme: impacto do procedimento 

sobre marcadores da doença e qualidade de vida’’, aprovados pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do Hospital das Clínicas da FMRP-USP (n° do parecer: 1.095.730) e pela 

Comissão deliberativa em viabilização para cessão de amostras biológicas e/ou 

hemocomponentes para fins de Pesquisa Científica do Centro Regional de Hemoterapia de 

Ribeirão Preto (HC-FMRP-USP). Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento 

livre e esclarecido. 

Os pacientes foram tratados com o seguinte regime de condicionamento: 

combinação de fludarabina e bussulfan (FluBu), sendo a dose de fludarabina de 120 

mg/kg dividida em 4 infusões entre os dias -5 a -2 e a dose de bussulfan de 14 mg/kg (4 

mg/kg/dia entre os dias -5 a -3 e de 2 mg/kg no dia -2). Em seguida receberam 

transplante de medula óssea alogênica total de um doador aparentado HLA-idêntico. As 

amostras de sangue periférico foram coletadas dos pacientes com DF antes do 

transplante (Pré-Mob) e em vários períodos após o transplante (pós-TCTH: dias D+30, 

D+90, D+180, D+360 e anualmente até 5 anos após o transplante). 
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Também foram incluídos neste estudo pacientes com AF em regime de tratamento 

com hidroxiuréia (N=20) ou em regime de tratamento com transfusão crônica (N=22) e 

pacientes com anemia falciforme sem tratamento (N=16) do ambulatório de Hematologia 

do Centro Regional de Hemoterapia de Ribeirão Preto do HC-FMRP-USP. A coleta de 

sangue destes grupos de pacientes foi prevista no projeto de pesquisa intitulado 

‘‘Avaliação dos mecanismos imunológicos, hematológicos e inflamatórios em pacientes 

com anemia falciforme submetidos a diferentes modalidades terapêuticas’’ aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas da FMRP-USP (n° do parecer: 

1.011.061) e pela Comissão deliberativa em viabilização para cessão de amostras 

biológicas e/ou hemocomponentes para fins de Pesquisa Científica do Centro Regional 

de Hemoterapia de Ribeirão Preto (HC-FMRP-USP). Todos os pacientes assinaram o 

termo de consentimento livre e esclarecido. 

A seleção dos pacientes convencionalmente tratados obedeceu aos seguintes 

critérios de inclusão: 

- Ser homozigoto para o gene da hemoglobina S (HbSS);  

- Grupo em regime de tratamento com hidroxiuréia: em uso crônico da medicação 

por período mínimo de 6 meses de tratamento, sem histórico de transfusão no último 

ano (dose média de hidroxiuréia utilizada pelos pacientes: 21,15 mg/kg/dia); 

- Grupo em regime de tratamento com transfusão crônica: duas transfusões 

mensais, por período mínimo de 6 meses, sem histórico de uso de hidroxiuréia no 

último ano; 

- Grupo de pacientes definidos como sem tratamento: foi composto por pacientes 

com anemia falciforme sem uso de hidroxiuréia e transfusões no último ano. 

Os pacientes poderiam estar em uso de medicação profilática como uso de 

injeções de Benzetacil® (penicilina benzatina) e ácido fólico, e para o grupo de 

pacientes transfundidos, uso do quelante de ferro Desferasirox (Exjade®).  

O grupo de indivíduos-controle saudáveis, foi composto por indivíduos 

afrodescendentes pareados por sexo/idade cujas amostras de sangue periférico 

foram obtidas de familiares aparentados dos pacientes com anemia falciforme 

incluídos no estudo e de indivíduos trabalhadores do Centro Regional de 

Hemoterapia de Ribeirão Preto do Hospital das Clínicas da FMRP-USP sob 

consentimento informado.  

Os dados clínicos e das principais características dos pacientes sumarizados 

estão ilustrados nas Tabelas 1 e 2.  
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Tabela 1. Pacientes com doenças falciformes tratados com TCTH alogênico. 

PACIENTE 
SEXO/IDADE 

(ANOS) 
FENÓTIPO INDICAÇÃO AO TCTH 

REGIME 
CONDICIONAMENTO 

FONTE 

MO 
DECH 
AGUDA 

DECH 
CRÔNICA 

DATA  
TCTH 

1 F/9 HbSS 

CVO 
STA 

Aloimunização 
Alteração de doopler transcraniano 

BuCy MO Grau II - 04.10.2010 

2 M/20 HbSS CVO FluBu MO Grau II - 15.10.2010 

3 F/27 HbS/β0 
CVO 
STA 

Úlcera maleolar 
FluBu MO Grau II - 19.07.2011 

4 F/17 HbSS AVCi FluBu MO - - 21.06.2012 

5 F/14 HbSS Vasculopatia cerebral FluBu MO - Limitada 05.02.2013 

6 F/10 HbSS Vasculopatia cerebral FluBu MO - - 15.03.2013 

7 M/35 HbS/β0 
CVO 
STA 

Úlcera maleolar 
FluBu MO - - 12.04.2013 

8 F/31 HbS/β0 CVO FluBu MO - Limitada 02.07.2013 

9 M/24 HbSS AVCi FluBu MO - - 06.08.2013 

10 M/13 HbS/β0 Vasculopatia cerebral FluBu MO - - 27.11.13 

11 F/30 HbS/β0 
CVO 

Aloimunização 
FluBu SP - - 05.02.2014 

12 M/25 HbS/β0 
CVO 

Aloimunização 
Priaprismo 

FluBu MO Grau II - 19.03.2014 

13 M/18 HbSS 
AVCi 

Priaprismo 
FluBu MO Grau III - 10.07.2014 

14 M/9 HbS/C Vasculopatia cerebral FluBu MO Grau II - 20.07.2014 

15 F/13 HbSS 
CVO 
STA 

FluBu MO Grau I/II - 03.09.2014 
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PACIENTE 
SEXO/IDADE 

(ANOS) 
FENÓTIPO INDICAÇÃO AO TCTH 

REGIME 
CONDICIONAMENTO 

FONTE 

MO 
DECH 
AGUDA 

DECH 
CRÔNICA 

DATA  
TCTH 

16 F/23 HbSS 

CVO 
STA 

Hipertensão Pulmonar 
Aloilumização 

FluBu MO - - 24.09.2014 

17 M/14 HbSS AVCi FluBu MO - Limitada 13.11.2014 

18 F/9 HbSS STA FluBu MO - - 02.12.2014 

19 F/10 HbSS - FluBu MO Grau I Limitada 30.01.2015 

20 M/11 HbSS 
CVO 
STA 
AVCi 

FluBu MO - - 01.04.2015 

21 M/10 HbSS AVCi FluBu MO - - 07.07.2015 

22 M/26 HbS/C 
CVO 

Hemorragia vítrea 
FluBu MO - - 25.11.2015 

23 M/16 HbS/β0 
CVO 

Alteração de Doopler 
transcraniano 

FluBu MO - - 05.12.2015 

24 M/30 HbSS 
CVO 

Priaprismo 
Úlcera maleolar 

FluBu MO Grau I - 11.12.2015 

25 M/12 HbSS 
Alteração de Doopler 

transcraniano 
FluBu MO - - 15.03.2016 

26 M/20 HbSS 
CVO 
STA 

FluBu MO - - 06.04.2016 

27 M/7 HbSS 
Aloimunização 

AVCi 
FluBu MO - - 06.07.2016 

28 F/33 HbSS 
CVO 
STA 

FluBu MO Grau I - 13.07.2016 

TCTH, Transplante de células tronco hematopoéticas; CVO, Crise vaso-oclusiva; STA, Síndrome torácica aguda; AVCi, Acidente vascular cerebral isquêmico; MO, 
Medula óssea; SP, Sangue periférico; DECH: Doença do enxerto contra hospedeiro; BuCy, Bussulfano associado a Ciclosporina; FluBu, Fludarabina associada ao 
Bussulfano.  
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Tabela 2. Pacientes com anemia falciforme convencionalmente tratados ou sem 
tratamento e grupo controle saudável. 

GRUPOS 
HIDROXIURÉIA 

N = 20 

TRANFUSÃO 

CRÔNICA 
N = 22 

SEM 
TRATAMENTO 

N = 16 

CONTROLES 

SAUDÁVEIS 
N = 16 

     

IDADE (ANOS) (DP) 21,4 (5,24) 19,0 (7,19) 23,6 (6,64) 22,5 (6,43) 

SEXO 
(M/F) 

10/10 14/8 8/8 8/8 

HbA2 (%) 4,17 3,19 3,32 - 

HbF (%) 16,3 3,35 10,3 - 

HbS (%) 71,4 37,5 81,9 - 

DP, desvio padrão; M, Masculino; F, Feminino; HbA2, Hemoglobina A2; Hb F, Hemoglobina Fetal; 
HbS, Hemoglobina S. 

 

4.2 Isolamento de células mononucleares do sangue periférico 

 

A coleta das amostras de sangue periférico foi realizada em tubos plásticos 

contendo o anticoagulante heparina sódica (14 UI/ml), sendo posteriormente 

separadas por centrifugação em gradiente de densidade. Inicialmente as amostras 

foram diluídas 1:2 em tampão fosfato salina (PBS), aplicadas cuidadosamente sobre 

o gradiente de Ficoll Hypaque (d=1,077, Amersham-Bioscience), e centrifugadas a 

500g por 30 minutos à temperatura ambiente (TA) para obtenção da camada de 

células mononucleares. As células mononucleares presentes na interfase plasma-

Ficoll Hypaque foram cuidadosamente coletadas e lavadas duas vezes com PBS. As 

células separadas foram então congeladas em solução de congelamento (1x107 

células por 1,0 ml de solução de congelamento), constituída de soro bovino fetal 

(Hyclone, Logan, USA) + 10% de DMSO (Sigma-Aldrich, Steinhein) e armazenadas 

em N2 líquido para posterior extração de DNA. Da mesma forma, as células também 

foram congeladas em solução de Trizol (Trizol LS Reagent® Invitrogen, USA) (1,0 ml 

de Trizol para cada 1x107 células) em microtubos tratados com DEPC 

(Dietilpirocarbonato, Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha) e armazenadas em 

freezer -80°C para posterior extração de RNA. 
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4.3 Extração de RNA 

 

A extração do RNA total das células mononucleares do sangue periférico foi 

realizada utilizando-se kit de extração de RNA Pure Link Mini Kit (InvitrogenTM) de 

acordo com as recomendações do fabricante: Inicialmente, o lisado celular com o 

Trizol foi incubado por 5 minutos a TA. Depois de completamente descongelado, 

foram adicionados 200μl de clorofórmio para cada 1ml de Trizol e solução de lisado 

celular/Trizol e clorofórmio foi misturada vagarosamente por 15 segundos. A solução 

foi incubada por 3 minutos a TA e logo após foi centrifugada a 12.000g por 15 

minutos a 4°C. Após esta centrifugação, ocorreu a separação da solução em três 

fases: fase aquosa, que contém o RNA; a interface, contendo a maior parte do DNA 

e a fase orgânica, na qual estão as proteínas. A fase aquosa transparente contendo 

o RNA (aproximadamente 400 μl) foi transferida para um novo microtubo tratado 

RNase-free. Um volume igual ao da fase aquosa (aproximadamente 400 μl) foi 

adicionado de etanol 70% e o material foi misturado no vórtex. O material foi 

transferido (no máximo 700 μl por vez) para uma coluna com tubo coletor (Spin 

Cartidge) e centrifugado 12.000g por 15 segundos a TA. O conteúdo do tubo coletor 

foi descartado e a coluna inserida no mesmo tubo coletor. Foram adicionados 700μl 

do Wash Buffer I e o material foi centrifugado a 12.000g por 15 segundos a TA. O 

conteúdo do tubo coletor foi descartado e a coluna inserida em um novo tubo 

coletor, 500μl Wash Buffer II foram adicionados e o material foi centrifugado a 

12.000g por 15 segundos a TA. Novamente o conteúdo do tubo coletor foi 

descartado e a coluna inserida no mesmo tubo coletor, 500μl Wash Buffer II foram 

adicionados e o material foi centrifugado a 12.000g por 15 segundos a TA. 

Posteriormente, o conteúdo do tubo coletor foi descartado, a coluna foi inserida no 

mesmo novo tubo coletor e o material foi centrifugado a 12.000g por mais 1 minuto a 

TA para secar a membrana da coluna. A coluna foi inserida dentro de um novo 

microtubo RNase-free e 30μl de água deionizada e livre de RNAse foram 

adicionados e material foi incubado por 1 minuto a TA. Por fim, o material foi 

centrifugado a 12.000g por 2 minutos a TA e o RNA foi obtido e armazenado -80°C 

para posterior síntese de cDNA. Uma alíquota de 1l foi utilizada para a obtenção da 

concentração de RNA/l nas amostras utilizando-se o aparelho NanoDrop 2000 UV-

Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA). 
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4.3.1 Eletroforese de RNA em gel de agarose 

 

O RNA extraído foi submetido à eletroforese em gel de agarose 1,5 %, na 

presença de GelRedTM (Biotium), para determinação de sua qualidade e integridade. 

A eletroforese em gel de agarose foi realizada com corrente elétrica de 90 volts 

durante 30 minutos e então as bandas 28S, 18S e 5S do RNA ribossômico foram 

visualizadas em um transiluminador UV. Após a constatação da integridade e 

qualidade do RNA, este foi utilizado na síntese de cDNA pela reação de transcrição 

reversa. 

 

4.4 Transcrição reversa e validação 

 

A síntese do cDNA foi realizada utilizando-se o kit comercial High Capacity 

cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para 

cada amostra foi adicionado um volume de 62,3 μL de água DEPC, 10 μL de Buffer 

RT 10X, 10 μL de Random primers 10X, 10,4 μL de dNTP 25X (100 mM), 5,0 μL de 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase (50U/μL), 0,3 μL de inibidor de RNases e 2,0 

μg (2 μL) de RNA, totalizando um volume final de 100 μL. Esse volume foi então 

incubado em termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) a 25ºC por 10 

minutos, a 37ºC por 120 minutos, 85°C por 5 minutos e mantido a 4°C até a retirada 

das amostras. O cDNA sintetizado foi estocado a -80ºC e em seguida utilizado nos 

ensaios de TCRBV CDR3 Spectratyping.  

A expressão qualitativa do gene da β-actina foi utilizada como controle da reação 

da transcrição reversa. Para cada amostra foram utilizados 2 μl do cDNA transcrito, 2,5 

μl de tampão para PCR 10X, 0,75 μl de 1,5 mM MgCl2, 3 μl de 10 mM dNTP mix, 2 μl 

de cada primer (foward/reverse) (2,5 mM), 0,5 μl de Taq polimerase (5 unidades/μl) e 

água DEPC q.s.p. 25μl. As amostras foram homogeneizadas e centrifugados 

brevemente, sem seguida foram colocadas em termociclador Veriti Thermal Cycler 

(Applied Biosystems) pré-aquecido a 94°C seguindo a reação de amplificação: 

inicialmente um passo de desnaturação inicial por 2 minutos a 94°C, seguido por 35 

ciclos de PCR (desnaturação a 94°C por 40 segundos, anelamento a 55°C por 50 

segundos e extensão a 72°C por 1 minuto, completados por uma extensão final de 1 

minuto a 72°C). Em seguida, o produto da reação foi mantido a 4°C até o momento da 
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retirada. O produto foi submetido à corrida eletroforética em gel de agarose 1,5% 

corado com GelRedTM (Biotium) a 90 V durante 40 minutos.  

 

4.5 Metodologia do TCRBV CDR3 Spectratyping 

 

Esta metodologia permite analisar a diversidade do repertório de linfócitos T e 

detectar populações celulares em expansões clonais (Pannetier et al. 1993, 1995). A 

técnica inicia-se pela amplificação por PCR dos segmentos Vβ-Cβ do TCR utilizando 

primers específicos para cada uma das 24 famílias Vβ estudadas. O produto desta 

reação é submetido a uma segunda amplificação por PCR que inclui um primer 

adicional marcado com fluorocromo. Nesta segunda reação, amplifica-se o 

segmento gênico que contém a região CDR3 (do inglês Complementarity-

Determining Regions) do TCR, uma vez que esta região está localizada entre os 

segmentos V-D-J. Em seguida, estes seguimentos amplificados por PCR são 

submetidos a separação dos fragmentos em um sequenciador automático e através 

do software Gene MapperTM v.4.1 (Applied Biosystem), é possível calcular o 

tamanho (em pares de bases) dos diferentes fragmentos (picos) de CDR3, o número 

de picos de CDR3, estimar a frequência de cada família Vβ no repertório do TCR e 

analisar a clonalidade e distribuição (gaussiana ou não gaussiana) dos picos na 

região CDR3. Um esquema do método de TCRBV CDR3 Spectratyping é mostrado 

na Figura A.1 (Apêndice A). 

 

4.5.1 Reação de PCR (Vβ-Cβ) para determinação das famílias Vβ do Receptor 

de Células T (TCR) 

 

Nesta reação ocorre a amplificação do segmento gênico Vβ-Cβ do TCR.. Para 

um volume final de reação de 25μl, foram utilizados 4% de cDNA transcrito, 2,5μl de 

tampão 10X (500mM KCl e 100mM Tris-HCl), 1 μl de MgCl2 (50mM), 2 μL de 

dNTP(2,5mM), 0,63 μL do primer Cβ (20 μM) e 2,5 μl do primer Vβ específico (5 

μM), 0,1μl Taq polimerase (5U/μl) e água q.s.p 25 μl. A reação foi processada em 

termociclador por 1 minuto e 30 segundos a 94°C, seguidos de 40 ciclos de 30 

segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C, 45 segundos a 72°C, finalizando com uma 

extensão final de 4 minutos a 72°C. A Tabela 3 mostra as sequências dos primers 
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que foram utilizados para a amplificação das 24 famílias Vβ e o tamanho esperado 

do produto de PCR (Pannetier et al. 1993, 1995). 

 

Tabela 3. Sequência dos primers utilizados na amplificação das famílias Vβ do TCR. 

 
FAMÍLIA VΒ E  

SEQÜÊNCIAS DOS PRIMERS 

 
VΒ-CΒ 

(PARES DE BASES) 

 
ESPECIFICIDADES 

AMPLIFICADAS 
 

 
VB1   5’ CCGCACAACAGTTCCCTGACTTGC 3’ 
VB2   5’ GGCCACATACGAGCAAGGCGTCGA 3’ 
VB3   5’ CGCTTCTCCCTGGATTCTGGAGTCC 3’ 
VB4   5’ TTCCCATCAGCCGCCCAAACCTAA 3’ 
VB5   5’ AAGCTCTGAGCTGAATGTGAACGCC 3’ 
VB6   5’ CTCTGAAGATCCAGCGCACAGAGC 3’ 
VB7   5’ CCTGAATGCCCCAACAGCTCTCTC 3’ 
VB8   5’ CCATGATGCGGGGACTGGAGTTGC 3’ 
VB9   5’ TTCCCTGGAGCTTGGTGACTCTGC 3’ 
VB10 5’ CCACGGAGTCAGGGGACACAGCAC 3’ 
VB11 5’ TGCCAGGCCCTCACATACCTCTCA 3’ 
VB12 5’ TGTCACCAGACTGGGGAACCACCAC 3’ 
VB13 5’ CACTGCGGTGTACCCAGGATATGA 3’ 
VB14 5’ GGGCTCGGCTTAAGGCAGACCTAC 3’ 
VB15 5’ CAGGCACAGGCTAAATTCTCCCTG 3’ 
VB16 5’ GCCTGCAGAACTGGAGGATTCTGG 3’ 
VB17 5’ TCCTCTCACTGTGACATCGGCCCA 3’ 
VB18 5’ CTGCTGAATTTCCCAAAGAGGGCC 3’ 
VB19 5’ TCTCAATGCCCCAAGAACGCACCC 3’ 
VB20 5’ TGCCCCAGAATCTCTCAGCCTCCA 3’ 
VB21 5’ TCCAGCCTGCAAAGCTTGAGGACT 3’ 
VB22 5’ GATCCGGTCCACAAAGCTGG 3’ 
VB23 5’ TGAACTGAACATGAGCTCCTTGG 3’ 
VB24 5’ GACATCCGCTCACCAGGCCTG 3’ 
CB     5’ CGGGCTGCTCCTTGAGGGGCTGCG 3’ 
 

 
322 
360 
299 
325 
299 
292 
320 
406 
279 
277 
276 
449 
456 
398 
311 
279 
295 
322 
320 
337 
283 
287 
295 
288 

 
VB1S1 
VB2S1,S2 
VB3S1 
VB4S1 
VB5S1,S2, S3,S5, S6, S7,S8 
VB6S1, S3, S4, S5, S7, S11, 
S14 
VB7S1, S2, S3 
VB8S1, S2, S3 
VB9S1, S2 
VB10S1 
VB11S1 
VB12S2, S3, S4 
VB13S1, S2, S3, S4, S6, S7, S8, 
S9 
VB14S1 
VB15S1 
VB16S1 
VB17S1 
VB18S1 
VB19S1 
VB20S1 
VB21S1, S3, S4 
VB22S1 
VB23S1 
VB24S1 

VB, Cadeia Vβ do TCR; S, Região S. 

 

4.5.2 Reação de elongação Vβ-Cβ (Run Off) 

 

O produto da reação de PCR que amplificou o segmento gênico Vβ-Cβ 

conforme descrito no protocolo cima, foi submetido à outra amplificação por PCR 

(também chamada de reação de elongação ou run-off) que inclui um primer Cβ 

interno marcado com fluorocromo (FAM) [5’ CAC AGC GAC CTC GGG TGG G 

3’]. Para essa reação foi utilizado 1 μl de tampão para PCR 10X (500mM KCl e 

100mM Tris-HCl), 0,6 μL de MgCl2 (50mM), 0,8 μL de dNTP (2,5mM), 0,5 μL de 

primer Cβ marcado (10μM), 0,04 μL de Taq DNA polimerase (5U/μl) e água q.s.p 

8μl, seguido da adição separadamente de 2μl do produto de PCR de cada uma 

das 24 famílias Vβ. Esta reação foi processada em termociclador por 1 minuto e 
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30 segundos a 94°C, seguidos de 8 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 

60°C, 45 segundos a 72°C, finalizando com uma extensão final de 60 minutos a 

72°C. 

 

4.5.3 Preparo das amostras e aplicação no sequenciador automático 

 

Ao final da reação de elongação, os produtos da PCR foram misturados 1μl 

do produto da reação de PCR, 0,3 μl de marcador de peso molecular (Gene Scan™ 

- 500 LIZ standard, Applied Biosystems) e 12,7 μl de tampão para carregar amostra 

(Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Esta solução foi 

colocada em termociclador a 95°C por 2 minutos para completa desnaturação do 

produto de PCR. As amostras foram mantidas refrigeradas até o momento da 

aplicação no gel de sequenciamento, no qual as amostras foram distribuídas em 

placas de 96 poços, sendo utilizados 14 μl de amostra/poço. Os produtos de PCR da 

reação de run-off foram então submetidos à corrida eletroforética em um 

sequenciador automático de DNA (ABI 3500xL Genetic Analyzer, Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). 

 

4.5.4 Perfil e cálculo do tamanho da região CDR3 do TCR e da frequência das 

famílias Vβ pelo método de TCRBV CDR3 Spectratyping 

 

A região CDR3 consiste numa sequência única de nucleotídeos que é 

específica para um tipo particular de célula T, variando de tamanho conforme ocorre 

a adição ou a remoção de nucleotídeos nas junções V-J (cadeia α) e V-D-J (cadeia 

β) no final do processo de recombinação (diversidade juncional) (Yassai et al. 2009). 

Na cadeia variável β do TCR, a região CDR3 está localizada entre os resíduos de 

aminoácidos 95-106 da cadeia variável β do TCR e, como a posição dos primers Vβ 

e Cβ utilizados é fixa, o tamanho observado para o produto de PCR Vβ-Cβ marcado 

(região CDR3) depende do tamanho da junção V-D-J de cada TCR específico. O 

tamanho em pares de bases do segmento CDR3 com 10 resíduos de aminoácidos 

para cada Vβ foi estimado previamente (Pannetier et al. 1993, 1995) e está 

mostrado na Tabela 4. 
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Tabela 4. Tamanho esperado do produto de PCR da amplificação Vβ - Cβ (em pares 
de bases) para o segmento CDR3 de 10 aminoácidos. 

 
 

  
TAMANHO DO 

PRODUTO (PARES 

DE BASES) 

 
 

FAMÍLIA VΒ 

 
TAMANHO DO 

PRODUTO (PARES 

DE BASES) 

 
VB1 
VB2 
VB3 
VB4 
VB5 
VB6 
VB7 
VB8 
VB9 
VB10 
VB11 
VB12 

 

  
189 
227 
166 
192 
166 
159 
187 
273 
146 
144 
143 
316 

 

 
VB13 
VB14 
VB15 
VB16 
VB17 
VB18 
VB19 
VB20 
VB21 
VB22 
VB23 
VB24 

 
323 
265 
178 
146 
161 
189 
187 
204 
150 
153 
161 
154 

 

Os valores mostrados na Tabela 4 foram utilizados para a análise dos 

fragmentos gerados através da eletroforese capilar pelo sequenciador automático. O 

cálculo de cada segmento CDR3 foi realizado pelo software Gene Mapper™ v.4.1. 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) sendo utilizado para comparação um 

marcador de peso molecular conjugado com fluorocromo conhecido, denominado “LIZ” 

(GeneScan 500 LIZ™ Size Standard, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que 

foi aplicado no momento da preparação das amostras para aplicação no sequenciador 

automático. A discriminação de diferentes tamanhos (em pares de bases) detectados 

pelo sequenciador automático é possível pois o marcador de peso molecular possui um 

fluorocromo diferente do utilizado na reação de elongação para os segmentos Vβ-Cβ, 

possibilitando assim a separação dos fragmentos gerados. Conforme descrito, o pico de 

CDR3 correspondente a 10 resíduos de aminoácidos é definido por um número de 

pares de bases geralmente conhecido. Sendo assim, como cada 3 pares de base 

correspondem a 1 resíduo de aminoácido é possível definir o número de aminoácidos 

de cada segmento de CDR3 para uma determinada família Vβ. No entanto, a 

determinação exata do tamanho e sequência dos seguimentos de CDR3 só é possível 

após o sequenciamento desta região. A distribuição dos segmentos de CDR3 pode 

apresentar um perfil policlonal normal com distribuição como uma Curva de Gauss, com 

segmentos variando de 4 a 16 resíduos de aminoácidos, sendo os tamanhos de 8 a 10 

resíduos de aminoácidos os mais frequentes. Os seguimentos de CDR3 também 
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podem apresentar um perfil policlonal anormal, desviando da distribuição de Gauss, 

podendo chegar a um perfil oligoclonal (com poucos picos) ou monoclonal (pico de 

CDR3 único correspondente a uma população de células T em expansão clonal), ou 

ainda uma família Vβ específica pode estar ausente. 

Após a corrida eletroforética em sequenciador automático e análise pelo software 

Gene Mapper™ v.4.1. (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) foram gerados 

gráficos de distribuição dos segmentos da região CDR3. Os gráficos (ou espectros) 

representam a intensidade de fluorescência em unidades arbitrárias de acordo com o 

tamanho da região CDR3 em pares de bases. As informações geradas a partir da 

análise incluem o tamanho do pico (expresso em pares de bases), bem como a altura e 

área de cada pico. Foram considerados positivos os picos com área de intensidade de 

fluorescência igual ou maior que 500 unidades arbitrárias. Nos gráficos, os picos 

destacados em azul correspondem ao segmento de CDR3 com 10 resíduos de 

aminoácidos, conforme exemplificado na Figura A.1 (Apêndice A). A partir desses 

gráficos, foi calculada a frequência total de cada família Vβ para uma determinada 

amostra, a partir do valor da área dos picos de fluorescência, segundo a seguinte 

fórmula: % Vβ total = (Σ área todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) X 100. Neste trabalho, 

também foi avaliada a diversidade do repertório da cadeia Vβ do TCR com base no 

Complexity Score (CS) descrito por WU et al., (WU et al., 2000). O CS é um sistema de 

pontuação que quantifica as mudanças no repertório Vβ do TCR ao longo do tempo. De 

acordo com este sistema, primeiramente a complexidade dentro de cada família Vβ é 

determinada pela contagem do número de picos. As famílias são então classificadas 

com uma pontuação de 0 a 8, baseada no grau de complexidade (ou diversidade). A 

complexidade normal é caracterizada por uma distribuição gaussiana dos diferentes 

tamanhos de transcritos para uma determinada família, e pela quantidade de 8-10 picos 

para cada família Vβ. A pontuação 0 é dada se a família é ausente, a pontuação 1 é 

atribuída se a família Vβ apresentar somente um único pico monoclonal, a pontuação 2 

é dada se a família apresentar um perfil biclonal, a pontuação 3 é dada se a família 

apresentar 3 picos, e assim por diante. Finalmente, a pontuação 8 é atribuída a um 

spectratype de 8 picos ou mais, com uma aparência diversa, complexa e policlonal. 

Assim, CS geral é calculado pela soma dos complexity scores de cada família Vβ. 

Considerando que estamos avaliando 24 famílias Vβ, neste trabalho, o complexity score 

máximo pode ser de 192 (8 x 24 famílias Vβ). 
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4.6 Quantificação das moléculas sjTREC, beta-TREC, coding joint (Cj) e 

sjKREC 

 

4.6.1 Extração de DNA 

 

As amostras de sangue periférico coletadas dos indivíduos incluídos no 

estudo foram separadas por centrifugação em gradiente de densidade. Inicialmente 

as amostras foram diluídas 1:2 em tampão fosfato salina (PBS), aplicadas 

cuidadosamente sobre o gradiente de Ficoll Hypaque (d=1,077, Amersham-

Bioscience), e centrifugadas a 500g por 30 minutos à temperatura ambiente (TA) 

para obtenção da camada de células mononucleares. As células mononucleares 

presentes na interfase plasma-Ficoll Hypaque foram cuidadosamente coletadas e 

lavadas duas vezes com PBS. As células separadas foram então congeladas em 

solução de congelamento (1x107 células por 1,0 ml de solução de congelamento), 

constituída de soro bovino fetal (Hyclone, Logan, USA) + 10% de DMSO (Sigma-

Aldrich, Steinhein) e armazenadas em N2 líquido para posterior extração de DNA. A 

extração de DNA foi realizada utilizando o kit de extração DNasy Blood & Tissue 

(Valencia, CA, USA) de acordo com as recomendações do fabricante. Inicialmente, 

as células mononucleares foram descongeladas em 15 mL do meio de cultura RPMI 

1640 (Gibco®, Life Technologies) suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal 

(Hyclone, Logan, USA), e centrifugadas por 10 minutos a 200g à temperatura 

ambiente. As células mononucleares foram lavadas em PBS 1X e centrifugadas por 

10 minutos a 1500 rpm. Em seguida, o pellet formado foi ressuspendido em 200 μl 

PBS 1X para posterior extração de DNA. Foram adicionados 20 μl de proteinase K 

para degradação de proteínas juntamente com 200μL de Buffer AL. O conteúdo foi 

misturado em vórtex e incubado a 56°C por 10 minutos. Após este período, 200 μl 

de etanol (100%) foram adicionados e o conteúdo foi misturado novamente em 

vórtex. A suspensão celular foi pipetada em uma coluna (DNeasy Mini spin column) 

colocada em um tubo de coleta de 2 ml e centrifugado a 6000g por 1 minuto à 

temperatura ambiente. O tubo coletor e o conteúdo centrifugado foram descartados 

e a coluna foi colocada em um novo tubo coletor de 2 ml. Foram adicionados 500 μl 

de Buffer AW1 à coluna e o conte do foi centrifugado por 1 minuto a 6000g à TA. 

Novamente o centrifugado e o tubo coletor foram descartados. A coluna foi colocada 

em um novo tubo coletor de 2ml, 500 μl de Buffer AW2 foram adicionados e o 
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conteúdo foi centrifugado por 3 minutos a 14000 rpm à TA para secar a membrana. 

A coluna foi transferida para um microtubo limpo (RNA-free) e 30 μl de Buffer AE 

foram pipetados diretamente na membrana para eluir o DNA. O material foi incubado 

a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugado por mais 1 minuto a 6000g à 

TA. Após a extração, as amostras de DNA foram quantificadas no espectrofotômetro 

NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA).  

 

4.6.2 Quantificação por PCR em tempo real 

 

Após a extração de DNA, a quantificação de sjTREC e beta-TREC foi 

realizada por PCR quantitativo em tempo real (RTqPCR) (ViiATM 7 Real-Time PCR 

System, Applied Biosystems, Foster City, CA), conforme protocolo descrito 

previamente por Clave et al., 2013 (CLAVE et al., 2013). Cj e sjKREC foram 

quantificados por PCR quantitativo em tempo real (RTqPCR) (ViiATM 7 Real-Time 

PCR System, Applied Biosystems, Foster City, CA), conforme protocolo previamente 

descrito por van Zelm et al. 2007 (VAN ZELM et al., 2007). Os primers e as sondas 

foram desenvolvidos para amplificar especificamente os rearranjos IRS1-RS e intron 

RSS-K do coding joint e seu correspondente sjKREC.  Uma primeira reação de PCR 

foi realizada em multiplex com 3 misturas de iniciadores externos diferentes, 

utilizando 1-5 μg de DNA genômico, 8 μL de dNTP (1,25 nM),5 μL de tampão para 

PCR 10x, 2,5 μL de MgSO4 (50 mM), 1,25 unidades de Platinum® Taq polymerase 

(Invitrogen, Cergy -Pontoise, França) e e água q.s.p 40μ (3 min a 95 ° C, depois 18 

ciclos de 95 ° C, 15 s, 60 ° C, 30 s e 68 ° C, 2 min). A quantificação final foi realizada 

em duplicata no equipamento ViiATM 7 em uma segunda reação multiplex contendo 

4μL de diluição 1/400 ou 1/1000 do primeiro produto de PCR, primers internos, 

sondas para sjTREC ou para um dos segmentos de Dβ-Jβ, sondas para o Cj e 

KREC, iniciadores internos e sondas para o gene da albumina (Alb) em um volume 

final de 10 μL (5 min a 95 ° C e 40 ciclos de 95° C, 15s e 60 ° C, 1min). Utilizou-se o 

sistema TakyonTM Low Rox Probe MasterMix dTTP Blue (Eurogentec, Seraing, 

Bélgica). A soma dos 10 segmentos Dβ-Jβ foi multiplicada por 1,3 para alcançar 

todos os 13 segmentos Dβ-Jβ existentes. Todos os primers e sondas foram obtidos 

da Eurogentec (Seraing, Bélgica). Os dados foram validados somente quando foram 

detectadas ao menos 50.000 cópias do gene da albumina. Os resultados foram 

expressos em número de cópias em 150.000 PBMCs. 
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4.7 Análise Estatística 

 

A significância estatística das mudanças no repertório de células T bem como 

dos parâmetros imunológicos na coorte dos pacientes que realizaram transplante 

alogênico de medula óssea foi avaliada longitudinalmente por modelos de efeitos 

mistos. Os modelos lineares de efeitos mistos (efeitos aleatórios e fixos) são 

utilizados na análise de dados em que as respostas estão agrupadas (mais de uma 

medida para um mesmo indivíduo) e a suposição de independência entre as 

observações num mesmo grupo não é adequada (SCHALL, 1991). Esses modelos 

têm como pressuposto que seus resíduos tem distribuição normal com média 0 e 

variância σ² constante.  

Na avaliação da significância estatística das comparações entre os 

parâmetros imunológicos nos grupos dos pacientes sob diferentes modalidades 

terapêuticas, foi proposta a análise de covariância (ANCOVA), que permite o ajuste 

de covariáveis (MONTGOMERY, 2000). Para avaliar mudanças no repertório de 

células T nestes mesmos grupos, foi proposto o modelo de regressão linear com 

efeitos mistos (efeitos aleatórios e fixos) com ajuste da variável Idade. Para avaliar a 

relação de variáveis independentes (parâmetros clínicos) com uma variável 

dependente (resultados moleculares) foi proposto o modelo de regressão linear 

múltiplo, controlando pela idade (possível fator de confusão). Nas situações em que 

o pressuposto de normalidade e homocedasticidade dos resíduos não foi observado, 

transformações na variável resposta foram utilizadas. Para as comparações foi 

utilizado o pós-teste por contrastes ortogonais. Todos os modelos foram ajustados 

pela idade (possível fator de confusão).  

Todas as análises foram realizadas através do software SAS (SAS Institute 

Inc. 2008. SAS/STAT® 9.2 User’s Guide. Cary, NC: SAS Institute Inc., Cary, 

Carolina do Norte, EUA) assumindo-se o nível de significância de 5% (P < 0,05). 

Tabelas com os valores de média, desvio padrão, diferença estimada e intervalo de 

confiança dos principais resultados, assim como o valor de p, encontram-se nos 

Apêndices. Apêndices B-G: resultados dos pacientes com anemia falciforme 

convencionalmente tratados e sem tratamento comparados com o grupo controle; 

Apêndices H-K: resultados pacientes com doença falciforme tratados com 

transplante alogênico de células tronco hematopoéticas comparados com o grupo 

controle). 



 

 

 

 

 

 

 

5. Resultados 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Resultados clínicos 

 

5.1.1 Pacientes com anemia falciforme tratados convencionalmente 

 

No Período de julho de 2015 a fevereiro de 2016, foram incluídos neste estudo 

quarenta e dois pacientes com anemia falciforme (HbSS), sendo vinte 

convencionalmente tratados com hidroxiuréia, vinte e dois tratados com transfusões 

crônicas e dezesseis pacientes que não estavam em nenhum destes dois tratamentos 

há pelo menos 1 ano no momento da coleta de sangue periférico (Tabela 2). 

A porcentagem de HbS foi maior nos pacientes sem tratamento (81,9%) e a 

porcentagem de HbF foi maior nos pacientes tratados com hidroxiuréia (16,3%). Do 

total de pacientes convencionalmente tratados, a maioria apresentou 

autoesplenectomia ao exame de tomografia de rotina (30 pacientes), seguidos por 

esplenectomia cirúrgica (9 pacientes) e baço com dimensões normais (8 pacientes). 

Com relação a ocorrência de infecções bacterianas, trinta e um pacientes 

apresentaram presença de infecções bacterianas no histórico clínico, sendo na 

maioria pneumonia (24 casos), seguida por osteomielite (4 casos) e infecções do 

trato urinário (3 casos). Entre os pacientes em regime de tratamento com 

transfusões crônicas, sete estavam aloimunizados. 

Na composição do grupo controle, foram adotados os seguintes critérios: não 

apresentar história de infecções crônicas, doenças inflamatórias e autoimunes e 

pertencer ao grupo étnico afrodescendente. 

 

5.1.2 Pacientes com doença falciforme tratados com transplante alogênico de 

células tronco hematopoéticas 

 

No período de outubro de 2010 a julho de 2016 foram acompanhados neste 

estudo vinte e oito pacientes com doenças falciformes (Tabela 1), sendo que dos 

pacientes transplantados, dezenove possuíam fenótipo HbSS, sete possuíam 

fenótipo HbSβ0 e dois possuíam o fenótipo HbSC. Apenas um paciente recebeu 

células progenitoras de sangue periférico (os demais receberam medula óssea) e 

todos os pacientes receberam regime de condicionamento mieloablativo. 
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Entre os vinte e oito pacientes transplantados, cinco apresentaram perda do 

enxerto. Houve um óbito devido aplasia de medula óssea no receptor mesmo com 

quimera do doador. Com relação a incidência de DECH, ocorreram 9 casos de 

DECH aguda (grau I e II) e um caso de DECH aguda grau III. Apenas quatro 

pacientes apresentaram DECH crônica limitada. 

Com relação as diferenças entre o grupo sanguíneo ABO, treze pacientes não 

apresentaram diferenças na compatibilidade ABO (isogrupo), entretanto quatro 

pacientes apresentaram incompatibilidade ABO maior, sete pacientes apresentaram 

incompatibilidade ABO menor e três pacientes apresentaram incompatibilidade ABO 

bidirecional.  

Em relação ao estado da função esplênica nos pacientes, treze pacientes não 

apresentaram exames de imagem no histórico clínico impossibilitando classificação, 

onze apresentaram autoesplenectomia, três apresentaram esplenectomia cirúrgica e 

dois apresentaram baço de dimensões normais com áreas de infarto. 

 

5.2 Avaliação da neogênese de células T pela quantificação de moléculas de 

sjTREC e β-TREC 

 

Com o objetivo de investigar se os tratamentos convencionais utilizados no 

manejo das complicações clínicas das DF podem melhorar ou ter algum impacto na 

função tímica desses pacientes, nós avaliamos o número de moléculas de sjTREC e 

β-TREC no grupo de pacientes convencionalmente tratados com HU ou transfusões 

crônicas, nos pacientes sem tratamento e no grupo controle. Através da relação 

sjTREC/β-TREC foi possível calcular o output tímico, ou seja, esta razão reflete a 

quantificação direta da proliferação intratímica que ocorre durante o rearranjo das 

cadeias α e β no timo e não é afetada pela dinâmica das células T periféricas (DION 

et al., 2004). Esta análise foi realizada em colaboração com o grupo do Prof. Antoine 

Toubert no Hospital Saint-Louis em Paris. 

 

5.2.1 Pacientes com anemia falciforme tratados convencionalmente 

 

De acordo com os resultados encontrados em nosso estudo, a média de 

moléculas de sjTREC foi significantemente menor no grupo de pacientes sem tratamento 

em comparação com os pacientes tratados com HU ou transfusão e com o grupo controle 

(Figura 1A, Tabela B.1, Apêndice B). Interessantemente, os grupos tratados com HU 
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(média = 2,56) e transfusão crônica (média = 2,61) apresentaram maiores níveis de 

sjTREC em comparação com o grupo controle (média = 2,54). Embora não houve 

significância estatística nas comparações entre os níveis de β-TREC, estes também 

foram menores nos pacientes não tratados (media = 1,03) e maiores no grupo tratado 

com HU (média = 1,44) (Figura 1B, Tabela B.1, Apêndice B). Em relação a divisão 

celular intratímica, o grupo de pacientes não tratados apresentou menor taxa de divisões 

de células T no timo e o grupo controle apresentou uma melhor taxa de divisão das 

células T no timo, entretanto as diferenças entre os grupos não foram estatisticamente 

significantes (Figura 1C, Tabela B.1, Apêndice B). 

 

Figura 1. Neogênese de células T nos pacientes com anemia falciforme 
convencionalmente tratados. 
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Log10 sjTREC/150000 PBMC (A) e β-TREC/150000 PBMC (B) quantificados por RT-PCR, 
normalizados para o gene da albumina. Divisão celular intratímica foi calculada utilizando a fórmula: 
n° sjTREC = 2n x n° de β-TRECs, ou 2n = sjTREC/β-TRECs, ou nLog2 = Log(sjTREC/ β-TREC), 
finalmente, n = Log(sjTREC/β-TREC/Log2) (C). As extremidades das caixas indicam o 25th e o 75th 
percentis, as linhas dentro das caixas indicam a mediana, os pontos em forma de cruz dentro das 
caixas indicam a média, e as barras de erro se estendem do menor ao maior valor. Os asteriscos 
indicam p<0,05. HU, hidroxiuréia; Transf., transfusão crônica.  
Fonte: elaborado pelo autor (2017). 
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Entre os tratamentos convencionais, a terapia transfusional constitui um 

componente integral no tratamento dos pacientes com AF que apresentam quadros 

mais graves da doença, entretanto, o risco de aloimunização é clinicamente significativo 

nestes pacientes (ADAMS; BRAMBILLA, 2005; KELLY et al., 2016). Em nosso estudo, 

no grupo de pacientes tratados com transfusão crônica, sete pacientes estavam 

aloimunizados, sendo que quatro apresentaram mais de dois aloanticorpos detectados. 

A fim de investigar se a ocorrência de aloimunização poderia ter algum impacto na 

neogênese das células T, nós analisamos separadamente o grupo aloimunizado e o 

grupo não alomunizado. Não houve diferenças estatisticamente significantes entre o 

grupo aloimunizado e não aloimunizado, e nem entre esses grupos e o grupo controle 

(Figura 2). 

 

Figura 2. Neogênese de células T nos pacientes com anemia falciforme 
tratados com transfusão crônica (aloimunizados e não aloimunizados). 
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Log10 sjTREC/150000 PBMC (A) e β-TREC/150000 PBMC (B) quantificados por RT-PCR, 
normalizados para o gene da albumina. Divisão celular intratímica foi calculada utilizando a fórmula: 
n° sjTREC = 2n x n° de β-TRECs, ou 2n = sjTREC/β-TRECs, ou nLog2 = Log(sjTREC/ β-TREC), 
finalmente, n = Log(sjTREC/β-TREC/Log2) (C). As extremidades das caixas indicam o 25th e o 75th 
percentis, as linhas dentro das caixas indicam a mediana, os pontos em forma de cruz dentro das 
caixas indicam a média, e as barras de erro se estendem do menor ao maior valor. Os asteriscos 
indicam p<0,05. Alo, aloimunizado; Não Alo, não aloimunizado.  
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Fonte: elaborado pelo autor (2017). 

5.2.2 Pacientes com doença falciforme tratados com transplante de células 

tronco hematopoéticas 

 

Atualmente, o transplante alogênico de células tronco hematopoéticas 

constitui a única terapia curativa para pacientes com DF, sendo o tipo de terapia 

celular mais estabelecido e reconhecido mundialmente. Após o TCTH alogênico, a 

reativação tímica é fundamental para a qualidade da reconstituição imunológica e 

resultados clínicos pós-TCTH, correlacionando-se com a sobrevida do paciente, 

ocorrência de infecções graves e evolução clínica (TOUBERT et al., 2012). Portanto, 

nós avaliamos a função tímica dos pacientes antes do transplante (pré-transplante, 

antes do período de condicionamento) e sequencialmente após o transplante nos 

dias pós transplante/ períodos: D+30 (1 mês), D+90 (3 meses), D+180 (6 meses), 

D+360 (12 meses), D+720 (24 meses), e acima de 24 meses (48, 72 e até 96 

meses, correspondendo a 3 anos, 4 anos e até 5 ano, respectivamente). É 

importante ressaltar, que o seguimento pós-transplante foi diferente entre os 

pacientes. Alguns pacientes possuem apenas períodos mais tardios pós-transplante 

e outros possuem os seguimentos iniciais, de forma que o estudo consistiu de 

diferentes pacientes com diferentes tempos de seguimentos. 

Após o transplante, os níveis de sjTREC e β-TREC diminuíram nos primeiros 

3 meses, sendo significantemente menor em relação ao período pré-transplante e 

em relação ao grupo controle saudável (Figura 3A e 3B, Tabela G.1 e G2, 

Apêndice G). Interessantemente, nós observamos que entre 3 a 6 meses pós-

transplante, a função tímica começou a se recuperar, sendo estabelecida no período 

de um ano pós-TCTH, onde os valores de sjTREC e β-TREC foram similares aos do 

período pré-transplante e do grupo controle. Da mesma forma, a divisão de células T 

no timo, caiu nos primeiros 3 meses, aumentando em 6 meses e mantendo-se 

estável em um ano ou mais pós-transplante (Figura 3C, Tabela G.1 e G2, Apêndice 

G). 
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Figura 3. Neogênese de células T nos pacientes com doença falciforme 
tratados com TCTH alogênico. 
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Log10 sjTREC/150000 PBMC (A) e β-TREC/150000 PBMC (B) quantificados por RT-PCR, 

normalizados para o gene da albumina. Divisão celular intratímica foi calculada utilizando a fórmula: 

n° sjTREC = 2n x n° de β-TRECs, ou 2n = sjTREC/β-TRECs, ou nLog2 = Log(sjTREC/ β-TREC), 

finalmente, n = Log(sjTREC/β-TREC/Log2) (C). Os valores estão representados como média e desvio 

padrão.  Áreas sombreadas indicam os valores do grupo controle saudável e as linhas pontilhadas 

indicam os valores da média do grupo controle (n=16). Os asteriscos indicam p<0,05. Pre, período 

pré-condicionamento. 1m, 3m, 6m, 12m, 24m e >24m, meses pós transplante. 

Fonte: elaborado pelo autor (2017).  

 

No contexto do TCTH alogênico, as reações alo-imunes possuem um papel 

central. Desvendar os mecanismos imunológicos e imunogenéticos envolvidos na 

reconstituição imunológica após o TCTH é de grande relevância, especialmente no 

contexto da DF que é uma doença multifatorial, e cada paciente possui uma 

resposta clínica individual após esta terapia. Portanto, a correlação dos resultados 

moleculares encontrados neste estudo com os resultados clínico-laboratoriais dos 

pacientes envolvidos neste estudo é extremamente importante. Desta forma, nós 

avaliamos a neogênese de células T dividindo os pacientes em grupos, em relação 



Resultados  |  50 

ao desenvolvimento de DECH aguda, a reativação de citomegalovírus (CMV) pós-

transplante, a perda do enxerto e a incompatilidade ABO. 

Na avaliação da neogênese das células T (função tímica) em relação a 

incidência de DECH, nós avaliamos apenas o acometimento por DECH aguda. Em 

nossa coorte, apenas quatro pacientes apresentaram DECH crônica limitada. Além 

disso, estes pacientes foram a ser incluídos no estudo tardiamente e somente seus 

períodos mais tardios foram analisados, não sendo possível realizar todas as 

comparações necessárias.  

A Figura 4 ilustra o impacto da DECH aguda na função tímica após o TCTH 

alogênico em pacientes com AF. Nos pacientes que não desenvolveram DECH, os 

níveis de sjTREC diminuíram significantemente apenas nos primeiros três meses 

(p<0,01) e o β-TREC diminuiu significantemente apenas no primeiro mês (p=0,04), 

em relação ao período pré-transplante. Já nos pacientes que desenvolveram 

DECHa, os níveis de sjTREC diminuíram significantemente em 1 mês, 3 meses e 6 

meses pós-transplante (p<0,01) e os níveis de β-TREC foram significantemente 

menores em 6 meses pós-transplante (p=0,01) em relação ao período pré-

transplante (Figuras 4A e 4B). Destacando-se o período de 6 meses pós-

transplante, nós observamos diferença estatisticamente significante nos níveis de 

sjTREC e β-TREC (p<0,01) entre o grupo que desenvolveu DECHa e o grupo que 

não desenvolveu DECH. Houve uma maior divisão das células T no timo dos 

pacientes com DECHa no período pré-transplante comparando com o grupo sem 

DECH (p=0,04) (Figura 4C). 

De forma geral, houve menor expressão de moléculas de sjTREC e β-TREC 

nos pacientes que desenvolveram DECHa em relação aos pacientes que não 

desenvolveram DECH.  Entretanto, um ano pós-transplante observamos que a 

neogênese das células T recuperou-se nos dois grupos de pacientes, não havendo 

mais diferença entre eles. 
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Figura 4. Neogênese de células T em pacientes com doença falciforme tratados 
com TCTH alogênico que apresentaram ou não DECH aguda. 
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Log10 sjTREC/150000 PBMC (A) e β-TREC/150000 PBMC (B) quantificados por RT-PCR, 
normalizados para o gene da albumina. Divisão celular intratímica foi calculada utilizando a fórmula: 
n° sjTREC = 2n x n° de β-TRECs, ou 2n = sjTREC/β-TRECs, ou nLog2 = Log(sjTREC/ β-TREC), 
finalmente, n = Log(sjTREC/β-TREC/Log2) (C). Os valores estão representados como média e desvio 
padrão.  Áreas sombreadas indicam os valores do grupo controle saudável e as linhas pontilhadas 
indicam os valores da média do grupo controle (n=16). Os asteriscos indicam p<0,05. Pre, período 
pré-condicionamento. 1m, 3m, 6m, 12m, 24m e >24m, meses pós transplante.  
Fonte: elaborado pelo autor (2017). 

 

O citomegalovírus é um vírus do grupo herpesvírus, que causa latência após 

a infecção primária e pode reativar sua replicação em situações de 

imunossupressão, especialmente nos pacientes nos primeiros meses iniciais pós-

TCTH (GRANATO, 2001). Em nossa coorte de pacientes transplantados, cinco 

pacientes apresentaram reativação de CMV nos períodos iniciais pós-transplante (4 

a 6 meses) caracterizando uma complicação clínica precoce. O grupo de pacientes 

com reativação de CMV apresentou menores níveis de sjTREC e β-TREC em todos 
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os períodos pós-transplante em comparação aos pacientes que não apresentaram 

reativação do vírus (Figura 5A e 5B), embora essa diferença não foi 

estatisticamente significante. Em 1 mês, 3 meses e 6 meses pós-transplante, os 

pacientes com reativação de CMV apresentaram menores níveis de sjTREC e β-

TREC em relação ao grupo controle (p<0,01). A divisão das células T no timo foi 

significantemente maior nos pacientes com reativação de CMV após 6 meses do 

transplante (p<0,01) em relação aos pacientes sem reativação de CMV e ao grupo 

controle (Figura 5C). 

 

Figura 5. Neogênese de células T em pacientes com doença falciforme tratados 
com TCTH alogênico que tiveram ou não reativação de CMV. 
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Log10 sjTREC/150000 PBMC (A) e β-TREC/150000 PBMC (B) quantificados por RT-PCR, normalizados 

para o gene da albumina. Divisão celular intratímica foi calculada utilizando a fórmula: n° sjTREC = 2n x n° 

de β-TRECs, ou 2n = sjTREC/β-TRECs, ou nLog2 = Log(sjTREC/ β-TREC), finalmente, n = Log(sjTREC/β-

TREC/Log2) (C). Os valores estão representados como média e desvio padrão.  Áreas sombreadas 

indicam os valores do grupo controle saudável e as linhas pontilhadas indicam os valores da média do 

grupo controle. Os asteriscos indicam p<0,05. Pre, período pré-condicionamento. 1m, 3m, 6m, 12m, 24m 

e >24m, meses pós transplante. Sim, grupo de pacientes que apresentou reativação de CMV; Não, grupo 

de pacientes que não apresentou reativação de CMV. 

Fonte: elaborado pelo autor (2017) 
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Em nosso estudo, cinco pacientes apresentaram perda do enxerto. Destes, 

três pacientes apresentaram perda de enxertia depois de 24 meses pós-transplante 

e outros dois pacientes entre 12 e 18 meses pós-transplante. Quando avaliamos a 

neogênese de células T observamos menores níveis de sjTREC nos pacientes que 

perderam o enxerto em comparação com os que não perderam aos 3 meses pós-

transplante (p=0,01) (Figura 6A e 6B). A taxa de proliferação intratímica do grupo 

que perdeu o enxerto aumentou significativamente 1 mês pós-transplante (p<0,01), 

porém, diminuiu significativamente em 6 meses (p=0,02) em relação aos pacientes 

que não perderam o enxerto (Figura 6C). 

 

Figura 6. Neogênese de células T em pacientes com doença falciforme tratados 
com TCTH alogênico que perderam ou não perderam o enxerto. 
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Log10 sjTREC/150000 PBMC (A) e β-TREC/150000 PBMC (B) quantificados por RT-PCR, 

normalizados para o gene da albumina. Divisão celular intratímica foi calculada utilizando a fórmula: 

n° sjTREC = 2n x n° de β-TRECs, ou 2n = sjTREC/β-TRECs, ou nLog2 = Log(sjTREC/ β-TREC), 

finalmente, n = Log(sjTREC/β-TREC/Log2) (C). Os valores estão representados como média e desvio 

padrão.  Áreas sombreadas indicam os valores do grupo controle saudável e as linhas pontilhadas 

indicam os valores da média do grupo controle. Os asteriscos indicam p<0,05. Pre, período pré-

condicionamento. 1m, 3m, 6m, 12m, 24m e >24m, meses pós transplante. Sim, grupo de pacientes 

que perdeu o enxerto; Não, grupo de pacientes que não perdeu o enxerto. 

Fonte: elaborado pelo autor (2017). 
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Finalmente, avaliamos se a incompatibilidade ABO (maior, menor ou 

bidirecional) entre o paciente que recebeu o a medula e seu doador, poderia ter 

algum impacto na neogênese de células T e consequentemente na reconstituição 

imunológica após o TCTH. Os resultados não mostraram diferenças entre os níveis 

de sjTREC e β-TREC entre os grupos com ou sem, porém foram menores nos 

meses iniciais após o transplante nos dois grupos em relação ao grupo controle 

(p<0,01). Os pacientes que apresentaram incompatibilidade ABO com seu doador, 

apresentaram maior taxa de divisão celular em 6 meses pós-transplante (p=0,04) em 

relação aos pacientes que não apresentaram incompatibilidade ABO (Figura 7). 

 

Figura 7. Neogênese de células T em pacientes com doença falciforme tratados 
com TCTH alogênico que apresentaram ou não incompatibilidade ABO. 
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Log10 sjTREC/150000 PBMC (A) e β-TREC/150000 PBMC (B) quantificados por RT-PCR, normalizados 

para o gene da albumina. Divisão celular intratímica foi calculada utilizando a fórmula: n° sjTREC = 2n x n° 

de β-TRECs, ou 2n = sjTREC/β-TRECs, ou nLog2 = Log(sjTREC/ β-TREC), finalmente, n = Log(sjTREC/β-

TREC/Log2) (C). Os valores estão representados como média e desvio padrão.  Áreas sombreadas 

indicam os valores do grupo controle saudável e as linhas pontilhadas indicam os valores da média do 

grupo controle. Os asteriscos indicam p<0,05. Pre, período pré-condicionamento. 1m, 3m, 6m, 12m, 24m 

e >24m, meses pós transplante. Sim, grupo de pacientes que apresentou incompatibilidade ABO; Não, 

grupo de pacientes que não apresentou incompatibilidade ABO. 

Fonte: elaborado pelo autor (2017). 
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5.3 Avaliação da diversidade do repertório de linfócitos T 

 

A função tímica também foi avaliada através do estudo da diversidade do 

repertório de linfócitos T (diversidade do repertório da cadeia Vβ do TCR) nos 

pacientes com DF tratados com hidroxiuréia, transfusão crônica ou TCTH alogênico 

e nos indivíduos saudáveis (grupo controle). O objetivo foi avaliar como os  

diferentes tratamentos afetam a composição do repertório de células T. Utilizamos a 

metodologia de TCRBV CDR3 spectratyping (PANNETIER et al., 1993) que permite 

a análise da composição clonal de uma população de células T e de sua diversidade 

geral baseada na distribuição dos segmentos de CDR3 (do inglês Complementarity-

Determining Regions) do receptor de células T (TCR).A Figura A.1 (Apêndice A) 

ilustra a representação esquemática do método TCRBV CDR3 Spectratyping  e os 

padrões de distribuição da região CDR3 após a análise no software Gene MapperTM.  

Neste estudo, classificamos as famílias Vβ como: 1. famílias policlonais 

gaussianas, famílias que apresentaram múltiplos picos (ou segmentos) de CDR3 

com uma distribuição gaussiana (ou normal) dos picos. 2. famílias policlonais não-

gaussianas, famílias que apresentaram múltiplos picos de CDR3 com uma 

distribuição anormal ou não-gaussiana dos picos (distribuição “desviada” ou skewed; 

por vezes apresentando descontinuidade devido à ausência de alguns picos, 

formando buracos no espectro). 3. famílias monoclonais, famílias que 

apresentaram somente um pico de CDR3. Quando ocorreu a ausência de 

amplificação de determinada família em algum paciente ou entre os períodos do 

transplante, denominamos famílias negativas ou famílias ausentes. Consideramos 

um repertório restrito para uma determinada família Vβ quando foram encontrados 

≤6 picos de CDR3, independentemente do perfil de distribuição dos picos, se 

gaussiano ou não-gaussiano. O repertório foi considerado diverso para uma 

determinada família Vβ quando ≥6 picos de CDR3 foram observados (WU et al., 

2000).  

De modo geral, observamos amplificação de todas as famílias Vβ, entretanto 

as famílias Vβ1, Vβ8, Vβ9, Vβ12 e Vβ19 foram as famílias mais ausentes, que não 

foram amplificadas em determinados pacientes ou períodos do transplante.  

A diversidade do repertório da cadeia Vβ do TCR (aumento ou diminuição) foi 

analisada com base no complexity score (CS) calculado para cada amostra (WU et 

al., 2000) que consiste na soma de todos os picos das 24 famílias Vβ, conforme 
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detalhado em Material e Métodos. Em indivíduos saudáveis, a maioria das famílias 

Vβ apresenta perfil policlonal gaussiano e possuem em média oito picos na região 

CDR3, embora possam ser encontradas famílias Vβ em expansões oligoclonais 

(FALLEN et al., 2003; WU et al., 2000). Em nosso trabalho, foram avaliados o 

repertório da cadeia Vβ do TCR de 14 indivíduos saudáveis afrodescendentes e a 

média dos complexity scores foi de 131,29, sendo que a maioria das famílias Vβ 

apresentou um perfil policlonal.  

Em seguida, estão mostrados separadamente os resultados de diversidade 

do repertório de células T dos pacientes com AF convencionalmente tratados e dos 

pacientes com DF tratados com TCTH alogênico. 

 

5.3.1 Pacientes com anemia falciforme tratados convencionalmente 

 

A Figura K.1 (Apêndice K) ilustra o repertório da cadeia Vβ do TCR de 

linfócitos T no sangue periférico de um indivíduo saudável, mostrando o perfil dos 

espectros de CDR3 dentro de cada uma das 24 famílias Vβ analisadas. 

Adicionalmente, a Figura L.1 (Apêndice L) mostra o repertório da cadeia Vβ do 

TCR de linfócitos T no sangue periférico de um paciente com AF em tratamento com 

Hidroxiuréia; a Figura M.1 (Apêndice M) ilustra o repertório da cadeia Vβ do TCR 

de linfócitos T no sangue periférico de um paciente com AF em tratamento com 

transfusão crônica e, por fim, a Figura N.1 (Apêndice N) representa o repertório da 

cadeia Vβ do TCR de linfócitos T no sangue periférico de um paciente com AF sem 

tratamento. 

De forma geral, observamos que os pacientes sem tratamento apresentaram 

um repertório mais perturbado, com distribuição não-gaussiana dos picos de CDR3 

entre as famílias. 

Como podemos observar na Figura 8A abaixo, a diversidade do repertório de 

linfócitos T (com base na análise do complexity score) foi menor nos pacientes com 

AF em relação ao grupo controle saudável.  Em relação aos tratamentos, o CS foi 

semelhante entre o grupo tratado com HU (média = 114,32) e o grupo sem 

tratamento (média = 114,36), sendo que o grupo tratado com transfusão crônica 

apresentou o menor CS (média = 112,19).  

Da mesma forma, analisamos a diversidade do repertório de linfócitos T dos 

pacientes em regime de transfusão crônica que apresentaram ou não aloimunização 
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(Figura 8B). Observamos que os pacientes aloimunizados apresentaram uma 

dimunição do CS (média = 104,71) em relação ao grupo não aloimunizado (média = 

115,93) e em relação ao grupo controle. Não houve diferença estatística na 

comparação entre os grupos, entretanto, estes resultados corroboram os resultados 

de neogênese das células T e sugerem que o processo de aloimunização tem 

impacto sobre a diversidade do repertório das células T dos pacientes com AF. 

 

Figura 8. Diversidade do repertório de linfócitos T dos pacientes com anemia 
falciforme convencionalmente tratados. 

     A                                                        B 

 

Diversidade do repertório de linfócitos T dos pacientes convencionalmente tratados (A) e nos 

pacientes tratados com transfusão crônica (aloimunizados e não aloimunizados) (B). O repertório da 

cadeia Vβ do TCR foi analisado pelo método de TCRBV spectratyping. A diversidade do repertório da 

cadeia Vβ do TCR foi analisada com base no “complexity score” e no número total de picos. As 

extremidades das caixas indicam o 25th e o 75th percentis, as linhas dentro das caixas indicam a 

mediana, os pontos em forma de cruz dentro das caixas indicam a média, e as barras de erro se 

estendem do menor ao maior valor. Os asteriscos indicam p<0,05. Alo, aloimunizado; Não Alo, não 

aloimunizado; HU, hidroxiuréia; Transf., transfusão crônica; TCR,  Receptor de células T. 

Fonte: elaborado pelo autor (2017).  

 

Considerando que a diversidade do repertório da cadeia Vβ do TCR analisada 

com base no CS consiste na soma geral de todos os picos das 24 famílias Vβ, é 

importante uma análise mais detalhada do perfil de distribuição dos picos dentro de 

cada família, se possuem distribuição gaussiana ou não-gaussiana, a fim de 

compreender a composição do repertório do TCR não apenas em relação a 

quantidade de picos, mas também em relação ao grau de perturbação e composição 

dos picos de CDR3. Portanto, realizamos uma análise para determinar a 

porcentagem de cada perfil de distribuição dos picos de CDR3 em cada uma das 

famílias Vβ avaliadas em nosso estudo (FOZZA et al., 2015), que ocorreu da 
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seguinte forma: para cada paciente e indivíduo controle, foram analisados os 

espectros das 24 famílias Vβ do TCR, sendo que para cada família foi atribuído um 

escore entre quatro categorias: famílias que apresentaram perfil policlonal com 

distribuição gaussiana (≥ 8 picos); famílias que apresentaram múltiplos picos de 

CDR3 (2 a 6 picos) com distribuição desviada ou ‘skewed’; famílias que 

apresentaram apenas um pico de CDR3 (monoclonais) e famílias ausentes. Ao final, 

cada score foi somado e transformado em porcentagem, considerando que 100% 

corresponde ao total de 24 famílias Vβ do TCR que foram analisadas. Os resultados 

desta análise estão demonstrados na Figura 9. 

Foi possível observar que o grupo controle apresentou porcentagem 

significativamente maior de famílias policlonais com distribuição gaussiana dos picos 

em relação aos grupos convencionalmente tratados e sem tratamento (Figura 9A).  

Interessantemente, o grupo tratado com hidroxiuréia apresentou maior porcentagem 

de famílias policlonais (7,9%) em relação aos grupos de pacientes tratados com 

transfusão (5,4%) e não tratados (5,1%). Além disso, a porcentagem de famílias Vβ 

do TCR que apresentaram um perfil perturbado (skewed) dos picos de CDR3 com 

distribuição não-gaussiana foi de 39,8% no grupo controle; 65,9% no grupo de 

pacientes não tratados; 62,8% no grupo de pacientes tratados com transfusões e 

56,3% no grupo de pacientes tratados com HU (Figura 9B). A frequência de famílias 

que apresentaram apenas um pico de CDR3, consideradas famílias monoclonais, foi 

bastante homogênea entre os pacientes tratados com diferentes modalidades 

terapêuticas, sem diferença estatística comparando os grupos entre si e com o 

grupo controle (Figura 9C). O grupo controle apresentou menor porcentagem de 

famílias monoclonais (4,1%) em relação aos grupos de pacientes tratados ou não. A 

frequência de famílias monoclonais foi a mesma nos grupos de pacientes tratados 

com HU e não tratados (9,8%), e ligeiramente maior no grupo tratado com 

transfusões (10,1%). A porcentagem de famílias ausentes foi similar em todos os 

grupos. Conforme já citamos, as famílias que se apresentaram mais ausentes nos 

espectros dos pacientes incluídos neste estudo foram as famílias Vβ1, Vβ8, Vβ9, 

Vβ12 e Vβ19.  
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Figura 9. Porcentagem de famílias policlonais, ‘‘skewed’’ e monoclonais nos 
pacientes com anemia falciforme convencionalmente tratados. 

A       B         C 

 

 

Porcentagem das famílias que apresentaram múltiplos picos de CDR3 (≥ 8 picos) com uma 
distribuição gaussiana (A), porcentagem das famílias que apresentaram picos de CDR3 (2 a 6 picos) 
com distribuição ‘‘skewed’’ ou ‘‘perturbada’’ não-gaussiana (B) e porcentagem das famílias que 
apresentaram somente um pico de CDR3 monoclonal (C). Os valores representam a média (com 
desvio padrão) da porcentagem calculada entre as 24 famílias analisadas em cada paciente e 
indivíduo controle.  
Fonte: elaborado pelo autor (2017). 

 

Utilizando o método de TCRBV CDR3 spectratyping, também é possível 

estimar a frequência de cada família Vβ no repertório de receptores de células T de 

um paciente analisado. No Apêndice C, as Tabelas C.1 a C.3, mostram a 

frequência total (em %) de cada família Vβ nos linfócitos T periféricos dos pacientes 

com anemia falciforme convencionalmente tratados ou sem tratamento. 

Em nosso estudo, destacamos os resultados encontrados para as famílias 

Vβ3 e Vβ16 entre os pacientes com AF e o grupo controle. A frequência da família 

Vβ3 foi significantemente menor no grupo controle em relação ao grupo tratado com 

HU (p = 0,01) e ao grupo não tratado (p<0,01). Por outro lado, a frequência da 

família Vβ16 foi estatisticamente maior no grupo controle em relação aos grupos 

tratados com HU e transfusão crônica (p = 0,03 e p<0,01, respectivamente) e ao 

grupo sem tratamento (p = 0,01).  

Nas Tabelas C.4 a C.6, constam as comparações entre as frequências de 

cada família Vβ entre os grupos de pacientes com AF entre si. Nestas análises, nós 
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observamos que os grupos apresentaram particularidades na expressão de 

determinadas famílias Vβ. O grupo tratado com HU apresentou menor frequência da 

família Vβ2 em relação ao grupo tratado com transfusões crônicas (p = 0,04).  

Porém, a família Vβ18 foi mais expressa em linfócitos de pacientes tratados com HU 

em relação aos tratados com transfusão crônica (p = 0,01). Adicionalmente, a família 

Vβ10 foi mais frequente no grupo tratado com HU em relação ao grupo sem 

tratamento (p = 0,04). Quando comparamos o grupo de pacientes tratados com 

transfusões com o grupo não tratado, observamos que a família Vβ3 foi 

significativamente mais expressa no grupo sem tratamento (p = 0,01).  

Nós também avaliamos a frequência das famílias Vβ nos TCR dos pacientes 

tratados com transfusão crônica aloimunizados e não aloimunizados, cujos resultados 

estão sumarizados no Apêndice F. As Tabelas F.1 e F.2 mostram a frequência total (em 

%) de cada família Vβ entre os subgrupos e o grupo controle. A família Vβ16 foi mais 

frequente no grupo controle em relação aos subgrupos aloimunizados (p < 0,01) e não 

aloimunizados (p = 0,03), corroborando os resultados anteriores. O grupo aloimunizado 

apresentou maior frequência da família Vβ2 (p = 0,01) e menor frequência da família 

Vβ13 (p = 0,02) em relação ao grupo controle. Por outro lado, a família Vβ3 foi mais 

expressa no grupo de pacientes não aloimunizados em relação ao grupo controle (p = 

0,02). A Tabela F.3 mostra as diferenças entre as frequências das 24 famílias Vβ entre o 

grupo de pacientes tratados com transfusão crônica, aloimunizado e não aloimunizado. 

No grupo de pacientes aloimunizados, a família Vβ2 foi mais importante, sendo a mais 

frequente (p = 0,03) em relação ao grupo não aloimunizado. No entanto, a frequência das 

famílias Vβ13 (p < 0,01) e Vβ14 (p = 0,01) foi menor nos pacientes aloimunizados em 

relação aos não aloimunizados. Interessantemente, os pacientes aloimunizados 

apresentaram maior porcentagem de famílias monoclonais (11,9%) do que os pacientes 

não aloimunizados (9,2%), ou seja, um repertório de linfócitos T periéricos mais restrito. 

 

5.3.2 Pacientes com Doença Falciforme tratados com transplante de células 

tronco hematopoéticas 

 

A Figura O.1 (Apêndice O) mostra o repertório da cadeia Vβ do TCR de 

linfócitos T no sangue periférico de um paciente com anemia falciforme antes (pre-

transplante) e sequencialmente após o TCTH alogênico (períodos de 1 mês, 3 meses, 6 

meses um ano e dois anos pós-transplante).  De forma geral, observamos que houve 

uma diminuição do número total de picos CDR3 das cadeias Vβ dos TCRs nos 

primeiros três meses após o transplante em todos os pacientes, ou seja, uma menor 
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diversidade do repertório de linfócitos T calculada pelo CS (Figura 10). O número de 

picos diminuiu significantemente no período de um mês (p = 0,03) e três meses 

(p<0,01) em relação ao período pré transplante. Após três meses, observamos que o 

número total de picos de CDR3 das cadeias Vβ dos TCRs começou a aumentar, com 

aumento sequencial do CS até dois anos ou mais pós-transplante.  

É importante destacar em nossos resultados, que os pacientes apresentaram 

um repertório mais restrito e com distribuição não gaussiana e skewed dos picos de 

CDR3 das 24 famílias Vβ dos TCRs no período pré-transplante. A média do CS dos 

pacientes neste período foi de 97,56, significantemente menor em relação ao grupo 

controle (p = 0,01). Como podemos observar na Figura 10, o CS dos pacientes 

transplantados também foi significantemente menor em relação ao grupo controle 

nos períodos de seguimento de um mês, três meses e seis meses pós-transplante 

(p<0,01).  

Por outro lado, ressaltamos também o aumento da diversidade (aumento do 

número de picos de CDR3) após o transplante. O CS aumentou sequencialmente 

após 6 meses (CS médio = 78,8); 12 meses (CS médio = 91,3); 24 meses (CS 

médio = 107,6) e acima de 2 anos (CS médio = 113,2), demonstrando a 

diversificação do repertório de linfócitos T periféricos com a produção tímica de novo 

de células T naive após o TCTH. Esses resultados corroboram o aumento dos níveis 

de sjTRECs e β-TRECs a partir de 6 meses pós-transplante, conforme já descrito 

anteriormente. 

 

Figura 10. Diversidade do repertório dos linfócitos T dos pacientes com 
doença falciforme tratados com TCTH alogênico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

O repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisado pelo método de TCRBV spectratyping. A diversidade 

do repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisada com base no “complexity score” e no número total de 

picos. Áreas sombreadas indicam os valores do grupo controle saudável e as linhas pontilhadas 
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indicam os valores da média do grupo controle (n=14). Os asteriscos indicam p<0,05. Pre, período 

pré-condicionamento. 1m, 3m, 6m, 12m, 24m e >24m, meses pós transplante. 

Fonte: elaborado pelo autor (2017). 

 

Avaliamos também em todos os pacientes e em todos os períodos pós-

transplante o perfil de distribuição dos picos de CDR3 de cada família Vβ, gaussiano ou 

não gaussiano, cujos dados estão demonstrados na Figura 11. Podemos observar que 

no período pré-transplante, o repertório do TCR é composto majoritariamente por 

famílias Vβ com padrão de distribuição dos picos de CDR3 “perturbado” ou não 

gaussiano (55,7%), seguido de famílias ausentes (25,2%) e monoclonais (14,6%) e 

apenas 4,3% de famílias policlonais. Interessantemente, a porcentagem de famílias 

monoclonais foi maior em 1 e 3 meses, o que era esperado devido a linfocitopenia e 

imunossupressão acentuadas nos primeiros meses após o transplante.  Porém, a 

porcentagem de famílias Vβ monoclonais foi diminuindo sequencialmente após o 

transplante com a reconstituição do repertório por novas células T naive produzidas 

pelo timo e pela proliferação homeostática de células T residuais. 

A Figura 11 mostra que, após o TCTH, conforme a porcentagem de famílias 

Vβ monoclonais aumenta, a porcentagem de famílias Vβ skewed diminui, ocorrendo 

uma inversão a partir dos seis meses pós-transplante. Já a porcentagem de famílias 

Vβ policlonais foi baixa nos primeiros meses, aumentando a partir de um ano pós-

transplante. Em conjunto, esses resultados demonstram a recuperação da 

diversidade do repertório de células T a partir de um ano pós-transplante, 

destacando-se o aumento da porcentagem de famílias Vβ policlonais nesse período 

em relação ao pré-transplante (4,3% vs. 10,9%). 

 

Figura 11. Porcentagem de famílias policlonais, ‘‘skewed’’ e monoclonais nos 
pacientes com doença falciforme antes e após o TCTH alogênico. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Famílias policlonais foram definidas quando apresentaram múltiplos picos de CDR3 (≥ 8 picos) com 
uma distribuição gaussiana; famílias skewed foram definidas quando apresentaram picos de CDR3 (2 
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a 6 picos) com distribuição com distribuição ‘‘skewed’’ ou ‘‘perturbada’’ não-gaussiana, e famílias 
monoclonais foram definidas quando apresentaram somente um pico de CDR3 monoclonal. Os 
valores representam a média da porcentagem calculada entre as 24 famílias analisadas em cada 
paciente e em cada período. Pre, período pré-condicionamento. 1m, 3m, 6m, 12m, 24m e >24m, 
meses pós transplante. 
Fonte: elaborado pelo autor (2017). 

A diversidade do repertório de linfócitos T, com base no complexity score 

calculado, também foi avaliada nos grupos de pacientes que tiverem ou não: 

desenvolvimento de DECHa, reativação de citomegalovírus (CMV), perda do enxerto 

e incompatibilidade ABO (Figura 12).  

Os pacientes com DECHa, apresentaram menor diversidade do repertório de 

células T em todos os períodos, com exceção do período de 12 meses pós-

transplante (Figura 12A), em relação aos pacientes que não desenvolveram 

DECHa. Entretanto, esta diferença foi estatisticamente significativa somente nos 

períodos pré-transplante (p = 0,04), um mês (p = 0,01) e seis meses (p<0,01) pós-

transplante.O CS dos pacientes que apresentaram DECH aguda também foi menor 

antes no período pré-transplante e até seis meses pós-transplante em relação ao 

grupo controle (p<0,01).  

Na Figura 12B, podemos observar que os pacientes que tiveram 

reativação de CMV apresentaram um CS maior, na maioria dos períodos 

estudados, em relação aos pacientes que não tiveram reativação viral.  Porém, 

no período 12 meses pós-transplante, os pacientes que tiveram reativação de 

CMV apresentaram uma diminuição significativa da diversidade geral do 

repertório (p = 0,02).  

Nas Figuras 12C e 12D, podemos observar a diversidade do repertório de 

linfócitos T entre os pacientes que apresentaram perda do enxerto e os pacientes 

que receberam medula óssea de doador ABO incompatível, respectivamente. 

Não houve diferenças significativas no CS dos pacientes que apresentaram ou 

não perda do enxerto.  Embora, vale ressaltar que esses dois subgrupos 

apresentaram CS menor do que o grupo controle em todos os períodos (p<0,01), 

com exceção nos períodos acima de 2 anos pós-transplante. Já, os pacientes 

com incompatibilidade ABO apresentaram maior diversidade do repertório de 

células T do que pacientes sem incompatibilidade (p<0,01) apenas no período 

pré-transplante, sendo que após o transplante, as diferenças não foram 

estatisticamente significantes. 
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Figura 12. Diversidade do repertório de células T em pacientes com doença 
falciforme tratados com TCTH alogênico que tiveram ou não DECH aguda, 
reativação de CMV, perda do enxerto e incompatibilidade ABO.  

    A            B 

     C             D 

DECH aguda (A), reativação CMV (B), perda do enxerto (C) e incompatibilidade ABO (D). O 

repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisado método de TCRBV spectratyping. A diversidade do 

repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisada com base no “complexity score” e no número total de 

picos. Áreas sombreadas indicam os valores do grupo controle saudável e as linhas pontilhadas 

indicam os valores da média do grupo controle (n=14). Os asteriscos indicam p<0,05. Pre, período 

pré-condicionamento. 1m, 3m, 6m, 12m, 24m e >24m, meses pós transplante. Sim, grupo de 

pacientes que apresentou perda de enxerto/incompatibilidade ABO; Não, grupo de pacientes que não 

apresentou perda de enxerto/incompatibilidade ABO. 

Fonte: elaborado pelo autor (2017). 

 

Finalmente, a frequência de cada família Vβ foi calculada através do método 

de TCRBV CDR3 spectratyping para todos os períodos de seguimento dos 

pacientes submetidos ao TCTH alogênico. De forma geral, observamos que houve 

uma diminuição das frequências das famílias nos períodos iniciais (3 a 6 meses) 

pós-transplante, sendo que o período de um ano foi o mais importante onde ocorreu 

um aumento nas frequências da maioria das famílias. Os picos de CDR3 analisados, 

em cada família Vβ, apresentaram diferentes tamanhos, que variaram entre 4 a 16 

resíduos de aminoácidos. O padrão de distribuição dos picos entre os pacientes foi 
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bastante diverso, variando ainda de acordo com o período do seguimento, entretanto 

podemos destacar o segmento de CDR3 de maior frequência sendo o de 10 

resíduos de aminoácidos.  

A família Vβ1 apresentou uma diminuição importante de sua frequência após 

o transplante, passando de 2,5% para 1,49% aos 12 meses pós-transplante e para 

0,23 % aos 2 anos pós-transplante. Nos períodos iniciais, entre um a seis meses 

pós-transplante, as famílias Vβ3, Vβ6, Vβ9, Vβ10, Vβ11, Vβ17, Vβ23 e Vβ24 tiveram 

um aumento na frequência em relação ao período pré-transplante. 

As famílias Vβ3, Vβ5, Vβ10, Vβ17, Vβ21, Vβ23 e Vβ24 também apresentaram 

diminuição da frequência nos períodos de seguimento mais tardios pós-TCTH. A 

família Vβ3, recuperou sua frequência inicial em um ano (9,3%), porém diminuiu 

novamente aos 24 meses (8,6%) ou mais de 24 meses pós-transplante (7,6%). Já a 

frequência da família Vβ5 diminuiu significativamente em um ano comparando-se 

com sua frequência antes do transplante (8,29 vs. 4,97%, p = 0,02), e mesmo com o 

aumento da frequência nos períodos mais tardios, ainda continuou menor do que 

antes do transplante. Analisando as famílias Vβ10, Vβ17, Vβ23 e Vβ24, todas 

apresentaram frequência aumentada nos períodos iniciais entre um a três meses em 

relação ao pré-transplante, entretanto esse aumento não se manteve ao longo dos 

períodos mais tardios, ocorrendo diminuição da frequência dessas famílias após 2 

anos. A frequência da família Vβ21, passou de 9,4% para 7,4% aos seis meses pós-

transplante, mas recuperou-se aos 12 meses pós-transplante. 

Destacamos os resultados encontrados para as famílias Vβ2, Vβ8, Vβ13, Vβ14, 

Vβ16, Vβ20 e Vβ22. As famílias Vβ2 e Vβ13 foram as famílias que mais apresentaram 

perfil policlonal e gaussiano dos picos de CDR3 neste estudo. A família Vβ2 teve sua 

expressão diminuída apenas no primeiro mês pós-transplante, sendo sua frequência 

posteriormente mantida ao longo do seguimento dos pacientes deste estudo.  

Algumas famílias apresentaram expansão muito relevante, dentre as quais 

destacamos as famílias Vβ8, Vβ13, Vβ14, Vβ16, Vβ20 e Vβ22. A frequência da família 

Vβ8 foi aumentando sequencialmente após um ano, passando de 1,09% antes do 

transplante para 2,43% ao final do seguimento (Tabela H.6, p = 0,01). O mesmo 

ocorreu com a família Vβ13, que apresentou aumento significativo da frequência no 

período >24 meses (Tabela H.6, p = 0,04). Embora a expressão da família Vβ14 tenha 

diminuído de 2,24 para 0,56% aos três meses pós-transplante (Tabela H.2, p<0,01), 

sua expressão aumentou sequencialmente após este período, sendo ainda maior no 

período >24 meses, em comparação com o período pré-transplante.  
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Similarmente, a família Vβ20 também foi menos expressa três meses após o 

TCTH alogênico (0,81%), porém apresentou uma expansão relevante para 3,37% 

aos seis meses pós-transplante que se manteve até 24 meses de seguimento 

(Tabela H.5, p = 0,01).  

As famílias Vβ16 e Vβ22 apresentaram uma expansão relevante neste 

estudo. Antes do transplante, a frequência média da família Vβ16 foi de 4,44%, 

sendo sua expressão mantida ao longo dos períodos iniciais, com uma diminuição 

discreta aos seis meses pós-transplante. Em seguida, sua frequência aumentou 

significantemente, atingindo 7,95% aos 12 meses (Tabela H.4, p = 0,03) e 7,41% 

aos 24 meses pós-transplante (Tabela H.6, p = 0,02). Similarmente, a família Vβ22 

também apresentou expressão alta em todos os seguimentos do transplante, sendo 

necessário ressaltar que foi a família mais frequente nos TCR dos linfócitos dos 

pacientes incluídos neste estudo, em todos os grupos de pacientes com DF 

estudados. Sua frequência variou de 17,6% antes do TCTH alogênico, chegando a 

20,8% em um ano, mantendo-se ao redor de 19,8%.  

As famílias Vβ4, Vβ6, Vβ7, Vβ11, Vβ15 e Vβ18, mantiveram o padrão de 

expressão antes do transplante e em todos os seguimentos após o transplante; não 

observamos diferenças importantes na frequência dessas famílias ao longo do 

tempo. Já as famílias Vβ9, Vβ12 e Vβ19 foram as menos frequentes, sendo que a 

família Vβ9 apresentou frequentemente um padrão monoclonal, com apenas um 

pico de CDR3 e sua frequência diminuiu após o transplante. 

As frequências de cada família Vβ em cada um dos períodos de seguimento 

dos pacientes pós-TCTH foram também comparadas com as frequências do grupo 

controle. Os resultados das comparações entre todos os períodos de seguimento 

pré- e pós-transplante com o grupo controle encontram-se descritos no Apêndice I, 

nas Tabelas I.1 a I.7. 

Entre estes resultados destacamos a diferença de expressão da família Vβ2, 

que foi mais frequente no grupo controle (5,57%) em relação ao pacientes com DF 

antes do transplante (Tabela I.1, p = 0,01) e até um ano pós-transplante (Tabelas 

I.2-I5, p<0,01). Destacamos ainda a família Vβ16 que apresentou uma frequência de 

4,44% nos pacientes com DF no período pré-transplante, significantemente menor 

em relação ao grupo controle (6,95%). Aos 12 meses pós-transplante, a frequência 

da família Vβ16 aumentou significativamente e manteve-se similar a do grupo 

controle (Tabelas I.5-I7).  
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Interessantemente, as famílias Vβ23 e Vβ24 apresentaram maior frequência 

nos períodos um mês, três e seis meses pós-transplante, em relação ao grupo 

controle, demonstrando que esses clones de linfócitos foram expandidos nessa fase 

inicial de imunossupressão nos pacientes com DF. Outras famílias como a Vβ13, 

Vβ14, Vβ18 e Vβ20 apresentam frequência estatisticamente menores em relação ao 

grupo controle nestes mesmos períodos iniciais pós-TCTH alogênico. Por outro lado, 

a família Vβ8 que apresentou uma expansão clonal importante nos pacientes após o 

transplante, apresentou baixa frequência no grupo controle. 

Adicionalmente, com base nos resultados encontrados na análise da 

diversidade do repertório de linfócitos T dos pacientes que desenvolveram ou não 

DECHa e que tiveram ou não reativação de CMV, a frequência das 24 famílias Vβ 

também foi avaliada nesses subgrupos de pacientes. 

Conforme os resultados da Figura 12A, os pacientes com DECHa tiveram 

diversidade do repertório de linfócitos T significantemente menor no período pré-

transplante e nos períodos de um mês e seis meses pós-transplante. A análise da 

frequência das famílias Vβ nestes períodos revelou diferenças significativas entre 

algumas famílias específicas, como as famílias Vβ1, Vβ2, Vβ14, Vβ15, Vβ18, Vβ20 e 

Vβ24.Todas as famílias apresentaram maior frequência nos pacientes sem DECH em 

relação aos pacientes com DECHa nestes períodos analisados, com exceção da família 

Vβ24, que apresentou expansão relevante nos pacientes com DECHa nos períodos de 

um mês (p<0,01) e seis meses (p = 0,01). Antes do transplante, as frequências das 

famílias Vβ1 (p = 0,03), Vβ15 (p = 0,03), Vβ18 (p = 0,04), e Vβ20 (p = 0,04), foram 

significantemente menores nos pacientes que desenvolveram DECHa. Após o 

transplante, as famílias Vβ2, Vβ13, Vβ14 e Vβ20, apresentaram frequências muito 

baixas nos períodos iniciais de um mês e seis meses nos pacientes com DECHa, 

comparado com os pacientes que não desenvolveram DECH.  

Curiosamente, os pacientes que apresentaram reativação de CMV pós-

transplante, tiveram uma diminuição significativa no CS, ou seja, da diversidade do 

repertório de células T aos 12 meses pós-transplante (Figura 12B). Neste período, 

as famílias Vβ16 e Vβ18 apresentaram frequência significativamente menores em 

relação aos pacientes sem reativação de CMV. A família Vβ8 estava ausente (p = 

0,02) e a frequência da família Vβ18 foi de apenas 0,1% (p<0,01) nos pacientes que 

tiveram reativação de CMV. A família Vβ16 apresentou uma frequência de 3,4% nos 

pacientes que tiveram reativação de CMV e de 9% nos pacientes sem reativação do 
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vírus (p = 0,04). Quando avaliamos os períodos iniciais (3 meses e 6 meses) pós-

transplante onde ocorreu a reativação viral nos pacientes, observamos que as 

famílias mais frequentes foram as famílias Vβ6, Vβ21 e Vβ22.  

 

5.4 Avaliação da neogênese de células B pela quantificação de moléculas de 

coding joint (Cj) e sjKREC 

 

Neste trabalho, nós também avaliamos a produção de novo de células B 

naive pela medula óssea dos pacientes com DF incluídos neste estudo. Esta análise 

foi também realizada em colaboração com o grupo do Prof. Antoine Toubert 

(Hospital Saint Louis – INSERM 1160 - Paris, França), com o objetivo de avaliar a 

neogênese das células B nos pacientes com DF não tratados e após tratamento com 

diferentes modalidades terapêuticas.  

A avaliação da produção e proliferação de células B naive é possível através 

da quantificação de KRECs (do inglês, Kappa-deleting recombination excision 

circles) e do Cj (do inglês, coding joint). Os KRECs são gerados na medula óssea 

durante o desenvolvimento das células B, e da mesma forma que os sjTRECs, os 

KRECs não se duplicam durante a divisão celular, constituindo um marcador para 

avaliar a produção de novo de células B naive pela medula óssea. A razão entre 

Cj/KREC reflete a proliferação das células B após saída da medula óssea (VAN 

ZELM; VAN DER BURG; VAN DONGEN, 2007).  

 

5.4.1 Pacientes com anemia falciforme tratados convencionalmente 

 

Os resultados encontrados nas comparações entre os pacientes com AF 

convencionalmente tratados entre si e com o grupo controle encontram-se descritos no 

Apêndice D (Tabela D.1). Como podemos observar na Figura 13A, os pacientes com 

AF apresentaram aumento significativo dos níveis de sjKREC em relação aos indivíduos 

sadios (grupo controle), destacando-se principalmente o grupo de pacientes tratados com 

transfusão crônica (média = 3,47). O grupo sem tratamento apresentou a menores níveis 

de KRECs (média = 3,19) em relação aos grupos de pacientes tratados com HU ou 

transfusão.  Complementando estes achados, encontramos uma maior expressão de Cj 

nos pacientes com AF em relação ao grupo controle, sendo significativamente maior no 

grupo de pacientes tratados com transfusão crônica (p = 0,01) (Figura 13B).  
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Conforme esperado, um aumento na produção de KRECs, resulta na menor 

taxa de divisão celular periférica das células B, demonstrada pela razão entre 

Cj/KREC em nosso estudo (Figura 13C). O grupo controle apresentou maior taxa de 

divisão celular periférica das células B em relação aos pacientes com AF. Por outro 

lado, o grupo de pacientes tratados com transfusão crônica foi o que obteve a menor 

taxa de divisão celular.  

 

Figura 13. Neogênese de células B nos pacientes com anemia falciforme 
convencionalmente tratados. 

       A             B 

 

         C 

 

 

 

 

 

 

 

Log10 sjKREC/150000 PBMC (A) e Cj/150000 PBMC (B) quantificados por RT-PCR, normalizados 

para o gene da albumina. Divisão celular das células B no sangue periférico foi calculada utilizando a 

fórmula: n° Cj = 2n x n° de sjKRECs, ou 2n = Cj/sjKRECs ou nLog2 = Log(Cj/sjKREC), finalmente, n = 

Log(Cj/sjKREC/Log2) (C). As extremidades das caixas indicam o 25th e o 75th percentis, as linhas 

dentro das caixas indicam a mediana, os pontos em forma de cruz dentro das caixas indicam a 

média, e as barras de erro se estendem do menor ao maior valor. Os asteriscos indicam p<0,05. HU, 

hidroxiuréia; Transf., transfusão crônica. 

Fonte: elaborado pelo autor (2017). 

Uma vez que os pacientes com AF em tratamento com transfusão crônica 

destacaram-se pela produção expressiva de KRECs e Cj, uma avaliação mais detalhada 
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entre os pacientes transfundidos aloimunizados e não aloimunizados tornou-se 

fundamental.  Os resultados desta análise foram descritos no Apêndice E (Figura E.1) e 

estão representados na Figura 14. Interessantemente, os pacientes não aloimunizados 

apresentaram níveis mais elevados de KREC e Cj em comparação com os pacientes 

aloimunizados e indivíduos sadios (Figura 14A e Figura 14B), Estes resultados sugerem 

que a aloimunização leva a uma maior divisão das células B na periferia, embora os dois 

subgrupos de pacientes transfundidos apresentem divisão celular periférica das células B 

significantemente menor em relação aos indivíduos saudáveis (Figura 14C). 

 

Figura 14. Neogênese de células B nos pacientes com anemia falciforme 
tratados com transfusão crônica (aloimunizados e não aloimunizados). 
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Log10 sjKREC/150000 PBMC (A) e Cj/150000 PBMC (B) quantificados por RT-PCR, normalizados 

para o gene da albumina. Divisão celular das células B no sangue periférico foi calculada utilizando a 

fórmula: n° Cj = 2n x n° de sjKRECs, ou 2n = Cj/sjKRECs ou nLog2 = Log(Cj/sjKREC), finalmente, n = 

Log(Cj/sjKREC/Log2) (C). As extremidades das caixas indicam o 25th e o 75th percentis, as linhas 

dentro das caixas indicam a mediana, os pontos em forma de cruz dentro das caixas indicam a 

média, e as barras de erro se estendem do menor ao maior valor. Os asteriscos indicam p<0,05. Alo, 

aloimunizado; Não Alo, não aloimunizado.  

Fonte: elaborado pelo autor (2017). 
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5.4.2 Pacientes com doença falciforme tratados com transplante de células 

tronco hematopoéticas 

 

Os resultados mostraram que a produção de novas células B diminuiu 

drasticamente logo no primeiro mês pós-transplante (p<0,01), sendo reestabelecida 

aos seis meses pós-transplante e o output de novas células B mantêm-se elevado 

por um longo período após o TCTH alogênico (Figura 15A). Os resultados das 

comparações do período pré-transplante com todos os períodos pós-transplante 

estão descritos no Apêndice J (Tabela J1).  Surpreendentemente, observamos que 

esta geração (output) de novas células B antes do transplante e a partir de seis 

meses pós-transplante, é significantemente maior nos pacientes com DF em 

comparação com indivíduos saudáveis (Tabela J2).  

A quantidade total de células B, pode ser inferida pela quantificação do Cj 

(cint), resultante do rearranjo da cadeia pesada das imunoglobulinas, o qual 

permanece estável no genoma de todos os linfócitos B. Em nosso estudo, 

observamos que a cinética dos níveis de Cj foi muito similar à cinética dos sjKRECs 

(Figura 15B).  A média de Cj no período pré-transplante foi muito próxima à do 

grupo controle. No período de um mês pós-transplante houve uma diminuição 

significativa do total de células B (p<0,01), ou sejam dos níveis de Cj. Em seguida, 

houve um aumento contínuo dos níveis de Cj ao longo dos períodos pós-transplante, 

sendo significantemente maior do que o grupo controle aos 12 ou mais meses pós-

transplante (p = 0,04, Tabela J2).   

O aumento na produção de sjKRECs (Figura 15A) após o transplante 

resultou numa menor taxa de divisão celular periférica das células B (Figura 15C).  

Em comparação com o grupo controle, essa taxa foi menor no período pré-

transplante e em todos os períodos de seguimento pós-transplante (p<0,01, Tabela 

J2). 
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Figura 15. Neogênese de células B nos pacientes com doença falciforme 
tratados com TCTH alogênico. 
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Log10 sjKREC/150000 PBMC (A) e Cj/150000 PBMC (B) quantificados por RT-PCR, normalizados 

para o gene da albumina. Divisão celular das células B no sangue periférico foi calculada utilizando a 

fórmula: n° Cj = 2n x n° de sjKRECs, ou 2n = Cj/sjKRECs ou nLog2 = Log(Cj/sjKREC), finalmente, n = 

Log(Cj/sjKREC/Log2) (C). Os valores estão representados como média e desvio padrão.  Áreas 

sombreadas indicam os valores do grupo controle saudável e as linhas pontilhadas indicam os 

valores da média do grupo controle (n=16). Os asteriscos indicam p<0,05. Pre, período pré-

condicionamento. 1m, 3m, 6m, 12m, 24m e >24m, meses pós transplante. 

Fonte: elaborado pelo autor (2017)  

 

Avaliamos também a neogênese das células B nos pacientes divididos em 

grupos em relação ao desenvolvimento ou não de DECHa, reativação ou não de 

CMV, perda ou não do enxerto e presença de incompatibilidade ABO, entretanto, 

não encontramos nemhuma diferença estatística significativa nas comparações 

entre esses grupos de pacientes. 
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5.5 Análise multivariada 

 

Conforme já ressaltamos em vários momentos na descrição de nossos 

resultados, a correlação dos parâmetros clínico-laboratoriais com os resultados 

imunológicos avaliados foi uma abordagem muito relevante em nosso estudo. 

Portanto, nós realizamos uma análise multivariada, seguindo um modelo de 

regressão linear múltiplo, considerando algumas características clínicas dos 

pacientes em relação as respostas de sjTREC, sjKREC e diversidade do repertório 

de células T calculado pelo CS. Na análise transversal dos pacientes 

convencionalmente tratados, nós consideramos os parâmetros como a idade, níveis 

de HbS, HbF e HbA2; estado da função esplênica (baço de dimensões normais, 

autoesplenectomia e esplenectomia cirúrgica) e finalmente se o paciente apresentou 

algum tipo de infecção bacteriana no histórico clínico. Os resultados estão 

mostrados na Tabela 5.  

Nós encontramos uma correlação negativa entre a idade dos pacientes e os 

níveis de sjTREC, o que era esperado pois quanto maior a idade, menores os níveis 

de sjTREC, devido ao decréscimo da função tímica com a idade. Por outro lado, não 

houve correlação da diversidade do repertório de células T ou CS com parâmetros 

clínico-laboratoriais.  

Resultados importantes foram encontrados na correlação dos níveis de 

sjKREC com função esplênica e infecções bacterianas (Tabela 5). De acordo com a 

análise multivariada, o estado da função esplênica dos pacientes com AF influenciou 

diretamente os níveis de sjKREC.  

Avaliamos separadamente a correlação dos parâmetros clínicos da função 

esplênica apresentados pelos pacientes nos exames de imagem 

(autoesplenectomia, esplenectomia cirurgia e baço de dimensões normais) com os 

níveis de sjKREC. Os resultados revelaram uma diferença estimada positiva na 

comparação entre os parâmetros do baço dos pacientes com AF em relação ao 

estado esplênico do grupo controle, que assumimos ter função esplênica normal. A 

diferença estimada positiva indica que ter comprometimento da função esplênica 

leva ao aumento dos níveis de de sjKREC em relação ao grupo controle saudável 

que não possui comprometimento da função esplênica (p < 0,01) (Tabela 5).  

Nesta mesma análise, a ocorrência de um ou mais episódios de infeções 

bacterianas no histórico clínico também aumentou em 0,25 os níveis de sjKREC (p = 
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0,04) em relação aos pacientes que não apresentaram infecções bacterianas no 

histórico clínico. Desta forma, nossos resultados indicam que a função esplênica 

bem como o acometimento por infecções bacterianas, interferiram na neogênese 

e/ou no compartimento das células B.  

No estudo prospectivo com os pacientes tratados com TCTH alogênico, nós 

escolhemos o período de um ano pós-transplante e correlacionamos com os níveis 

de HbS e HbA2, com o número total de células CD34+ e com o número total de 

células nucleadas (TCN) infundidas em cada paciente, entretanto, não encontramos 

nenhuma correlação destes dados clínico-laboratoriais com os resultados de 

sjTREC/sjKREC/CS.  
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Tabela 5. Relação de variáveis (parâmetros clínicos) em relação aos níveis de sjTREC, sjKREC e CS em pacientes com anemia 
falciforme convencionalmente tratados. 

 sjTREC sjKREC CS 

 Diferença 
estimada 

IC P 
Diferença 
estimada 

IC P 
Diferença 
estimada 

IC P 

Parâmetros          

Idade -0,02 (-0,04;0) 0,02 0 (-0,02;0,02) 0,72 -0,28 (-2,08;1,51) 0,75 

HbS 0,00 (-0,01;0) 0,17 0 (-0,01;0) 0,31 0,21 (-0,32;0,75) 0,42 

HbF 0,00 (-0,01;0,02) 0,77 -0,01 (-0,03;0,01) 0,16 1,56 (-0,29;3,42) 0,10 

HbA2 0,02 (-0,04;0,09) 0,45 -0,01 (-0,08;0,07) 0,89 -0,19 (-7,15;6,76) 0,95 

Baço (autoesplenectomia 
vs.grupo controle) 

0,15 (-0,22;0,53) 0,41 0,49 (0,19;1,11) <0,01 -5,54 (-42,7;31,6) 0,76 

Baço (esplenectomia 
cirúrgica vs. grupo controle) 

0,06 (-0,35;0,47) 0,76 0,50 (0,20;0,81) <0,01 -11,2 (-53,4;31,0) 0,59 

Baço (baço dimensões 
normais vs. grupo controle) 

0,09 (-0,23;0,41) 0,57 0,65 (-0,25;0,51) <0,01 5,66 (-27,6;38,9) 0,73 

Infecções bacterianas (sim-
não) 

0,01 (-0,19;0,22) 0,89 0,25 (0;0,49) 0,04 6,51 (-15,4;28,4) 0,55 

IC, Intervalo de confiança; CS, Complexity Score. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05. 
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5.6 Comparação da neogênese de células T e B e do repertório de células T 

entre as diferentes modalidades terapêuticas 

 

Um dos objetivos de nosso estudo foi avaliar o impacto das três opções 

terapêuticas utilizadas para pacientes com DF no sistema imune adaptativo dos 

pacientes, mais especificamente na neogênese de células T e B pelo timo e medula 

óssea, respectivamente. Para tal, comparamos entre os níveis de sjTREC, β-TREC, 

Cj, sjKREC e CS em pacientes com DF tratados (com HU, com transfusão crônica 

ou com o TCTH alogênico), pacientes com DF não tratados e indivíduos sadios 

(grupo controle). 

Em relação à neogênese das células T, observamos que o grupo de 

pacientes transplantados (12 meses pós-transplante) apresentou maiores níveis de 

sjTREC e β-TREC, tanto em comparação com o grupo controle quanto em relação 

aos grupos convencionalmente tratados. Diferenças significativas foram encontradas 

na comparação dos pacientes transplantados com o grupo de pacientes não 

tratados, tanto para o sjTREC (p<0,01) quanto para o β-TREC (p = 0,03) (Figura 

16A e 16B).  

Maiores níveis de sjTREC foram encontrados nos pacientes transplantados 

(12 meses pós-transplante) em relação aos pacientes tratados com HU (p = 0,04), e 

nos pacientes transplantados (24 meses pós-transplante) em relação aos pacientes 

não tratados (p = 0,01) (Figura 16A). Por outro lado, a diversidade do repertório da 

cadeia Vβ do TCR (CS) foi maior no grupo controle e nos grupos dos pacientes 

tratados convencionalmente do que nos pacientes transplantados, embora não 

houve diferença estatística (Figura 16C). 

Resultados semelhantes foram encontrados na comparação da neogênese 

das células B, onde os níveis de sjKREC foram maiores nos pacientes 

transplantados (12 meses pós-transplante) em relação aos pacientes não tratados (p 

= 0,02) e pacientes tratados com HU (p = 0,03) (Figura 16D). Observamos também 

que os pacientes transplantados, 12 meses pós-transplante apresentaram maiores 

níveis de sjKREC em relação a todos os outros grupos, demonstrando uma maior 

produção de células B naive pela medula óssea de pacientes com DF submetidos ao 

TCTH alogênico. 
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Figura 16. Comparação da neogênese de células T e B e diversidade do 
repertório de células T nos pacientes com doença falciforme tratados com 
diferentes modalidades terapêuticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Log10 sjTREC/150000 PBMC (A), β-TREC/150000 PBMC (B) Log10 sjKREC/150000 PBMC (D) e 

Cj/150000 PBMC (E) quantificados por RT-PCR, normalizados para o gene da albumina (D). 

Diversidade do repertório Vβ do TCR (C) analisado pelo método de TCRBV spectratyping. A 

diversidade do repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisada com base no “complexity score” e no 

número total de picos. As extremidades das caixas indicam o 25th e o 75th percentis, as linhas dentro 

das caixas indicam a mediana, os pontos em forma de cruz dentro das caixas indicam a média, e as 

barras de erro se estendem do menor ao maior valor. Os asteriscos indicam p<0,05. 12m e 24m, 

meses pós transplante.  

Fonte: elaborado pelo autor (2017). 
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6 RESUMO DOS RESULTADOS 

 

6.1 Neogênese de células T e B em pacientes com anemia falciforme tratados 

convencionalmente 

 
1. Pacientes com AF sem tratamento apresentaram menores níveis de sjTREC, 

β-TREC e baixa taxa de divisão celular intratímica; 

2. Pacientes tratados com HU ou transfusões apresentaram maior neogênese 

de células T em relação aos pacientes sem tratamento; 

3. Pacientes tratados convencionalmente apresentaram menor diversidade do 

repertório de linfócitos T em relação aos indivíduos saudáveis; 

4. Pacientes tratados com HU apresentaram maior porcentagem de famílias Vβ 

com perfil policlonal e menor porcentagem de famílias com perfil perturbado 

(skewed) em relação aos pacientes tratados com transfusões ou sem 

tratamento. 

5. Pacientes sem tratamento apresentaram um repertório de células T skewed, 

composto predominantemente por famílias com distribuição não-gaussiana 

dos picos de CDR3; 

6. A família Vβ3 foi a mais frequente nos pacientes com AF, enquanto a família 

Vβ16 apresentou baixa expressão nos pacientes com AF em relação ao 

grupo controle; 

7. As famílias Vβ10 e Vβ18 foram mais expressas nos pacientes tratados com 

HU; 

8. A família Vβ2 foi mais expressa nos pacientes aloimunizados; 

9. Pacientes com AF apresentaram maior produção de células B naïve e maior 

proliferação homeostática em relação ao grupo controle saudável; 

10. Pacientes em tratamento com transfusão crônica apresentaram aumento 

expressivo dos níveis de sjKREC e Cj; 

11. O estado da função esplênica e ocorrência de infecções bacterianas 

correlacionaram positivamente com o aumento dos níveis de sjKREC, ou seja, 

aumento da neogênese das células B.  

 

 



Resumo dos Resultados  |  80 

6.2 Neogênese de células T e B em pacientes com doença falciforme tratados  

com transplante de células tronco hematopoéticas 

 

1. Nos primeiros três meses pós-transplante a neogênese de células T diminuiu 

consideravelmente, recuperando-se em um ano;  

2. O desenvolvimento de DECHa comprometeu a produção células T naïve nos 

primeiros seis meses e os pacientes também apresentaram menor diversidade 

no repertório de células T; 

3. Pacientes que tiveram reativação de CMV após o transplante apresentaram 

menores níveis de sjTREC e β-TREC nos períodos iniciais pós-transplante; 

4. Os pacientes apresentaram repertório pouco diverso no período pré-transplante, 

porém, houve um aumento da diversidade do repertório de células T aos dois 

anos pós-transplante, com aumento de famílias policlonais e diminuição das 

famílias monoclonais; 

5. A família Vβ2 apresentou um perfil policlonal e gaussiano dos picos de CDR3 em 

todos os períodos de seguimento pós-transplante, porém foi menos frequente em 

todos os períodos em relação ao grupo controle; 

6. As famílias Vβ8, Vβ13, Vβ14, Vβ16, Vβ20 e Vβ22 apresentaram expansões 

relevantes, sendo que a família Vβ22 manteve alta expressão em todos os 

seguimentos pós-transplante, sendo a família Vβ mais frequente nos TCRs dos 

linfócitos dos pacientes avaliados neste estudo; 

7. A família Vβ24 apresentou alta expressão nos períodos iniciais pós-Tx nos 

linfócitos dos pacientes que tiveram DECHa;  

8. As famílias Vβ16 e Vβ18 foram menos expressas nos pacientes que tiveram 

reativação de CMV; 

9. Houve maior produção de sjKRECs nos pacientes no período pré-transplante e a 

partir dos seis meses pós-transplante, em relação ao grupo controle; 

10.  Houve diminuição da produção de sjKREC e Cj no primeiro mês pós-transplante, 

porém a partir do terceiro mês a produção aumentou e manteve-se em todos os 

períodos após o transplante. 
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6.3 Comparação da neogênese de células T e B e do repertório de células T 

entre as diferentes modalidades terapêuticas 

 

1. Os pacientes tratados com TCTH alogênico apresentaram maior neogênese 

das células T e B no período de um ano pós-transplante em relação aos 

pacientes convencionalmente tratados; 

2. A diversidade do repertório de células T nos pacientes tratados com TCTH 

alogênico e nos pacientes convencionalmente tratados foi similar.   
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7 DISCUSSÃO 

 

7.1 Neogênese de células T e B e diversidade do repertório de células T em 

pacientes com anemia falciforme tratados convencionalmente 

 

7.1.1 Neogênese de células T 

 

Componentes do microambiente tímico, como citocinas (IL-7 e IL-22), 

hormônios (hormônios do crescimento, prolactina, glicocorticoides) e componentes 

da matriz extracelular são alterados durante condições patológicas como infecção e 

desnutrição, podendo levar a uma desregulação de moléculas que podem impactar 

a migração das células T intratímicas e periféricas, incluindo linfócitos imaturos e 

maduros (LOSADA-BARRAGÁN et al., 2017; LYRA et al., 1993; MENDES-DA-CRUZ 

et al., 2006; SAVINO et al., 2015; SAVINO; DARDENNE, 2010). Interessantemente, 

pacientes com AF são caracterizados pelos níveis aumentados de TNF-α, IL-8, IL-1β 

e PGE2 (LANARO et al., 2009; QARI; DIER; MOUSA, 2012). Vale ressaltar que altos 

níveis de TNF-α estão associados ao aumento da apoptose dos timócitos durante a 

sepse em modelos animais (WANG et al., 1994).  

Uma das hipóteses de nosso estudo é que pacientes com DF sem tratamento 

tem comprometimento da timopoiese decorrente do quadro inflamatório mais 

acentuado e dos altos níveis de HbS nestes pacientes, que leva a maior falcização 

das hemácias, causando microinfartos no tecido tímico e piorando o quadro vaso-

oclusivo. Até o momento, não existem estudos na literatura sobre a função tímica de 

pacientes com DF, sendo este, o primeiro trabalho a avaliar a neogênese de células 

T e o repertório de células T nesses pacientes. 

Nossos resultados revelaram alterações importantes na neogênese dos 

linfócitos T no grupo de pacientes sem tratamento, que apresentaram menores 

níveis de sjTREC, β-TREC e baixa taxa de divisão celular intratímica, em relação 

aos pacientes tratados com HU e TF. De fato, um estudo demonstrou que as 

populações de linfócitos T CD4+ e CD8+ naive estavam diminuídas num grupo de 

pacientes com DF sem tratamento, em relação a pacientes tratados com HU ou TF 

(NICKEL et al., 2015). Nossos resultados corroboram os achados de Nickel et al., 

pois os níveis mais baixos de sjTREC refletem uma menor proporção de células T 

naive recém-emigrantes do timo nestes pacientes. Por outro lado, a baixa contagem 
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de moléculas de β-TREC, reflete um desequilíbrio da geração de novas células T no 

timo, pois a recombinação da cadeia β do TCR precede a recombinação da cadeia 

α, quando os timócitos ainda estão no estágio duplo negativo. Estes achados, 

sugerem que nestes pacientes, pode haver um comprometimento tímico com 

impacto nos estágios iniciais de diferenciação dos timócitos no timo, resultando em 

baixa proliferação intratímica.  

Por outro lado, nossos resultados mostraram que os tratamentos com 

transfusão crônica (TF) ou hidroxiuréia (HU) melhoraram a neogênese das células T, 

comparando aos pacientes com AF sem tratamento.  

Nickel e colaboradores (2015) avaliaram a influência dos tratamentos com HU 

e TF no perfil imunológico de pacientes com DF e observaram que o número 

absoluto da maioria das populações celulares analisadas (células NK, linfócitos T e 

B, linfócitos T CD4+ e CD8+ naïve e de memória, células Tregs) estava aumentado 

no grupo tratado com TF em relação ao grupo tratado com HU e ao grupo de 

indivíduos saudáveis, sendo que o perfil imunológico dos pacientes tratados com HU 

foi o mais próximo do perfil do grupo dos indivíduos saudáveis (NICKEL et al., 2015). 

Em nosso estudo, os pacientes com AF tratados com HU também apresentaram 

melhores níveis de sjTREC e β-TREC, muito próximo dos resultados do grupo 

controle saudável.  

Pacientes com AF em tratamento com HU apresentam menores níveis de 

TNF-α e maiores níveis da citocina anti-inflamatória IL-10, sendo que a HbF pode ter 

um papel no aumento da IL-10 (LANARO et al., 2009). Os pacientes tratados com 

HU em nosso trabalho, apresentaram maior porcentagem de HbF em relação aos 

pacientes sem tratamento ou tratados com TF, cujos níveis mais elevados são 

associados ao melhor prognóstico da doença, levando a diminuição da inflamação, 

melhora dos parâmetros clínicos e hematológicos bem como redução no número de 

infecções (CANÇADO et al., 2009; LAURANCE et al., 2010; SILVA-PINTO et al., 

2013; STEINBERG et al., 2003; WARE et al., 2017).  

Deste modo, é possível que os pacientes com AF tratados com HU 

apresentam um perfil menos inflamatório, somado ao aumento da HbF, que diminui 

o processo de falcização das hemácias, diminuindo a incidência de crises vaso-

oclusivas. Este cenário pode então ser benéfico para a geração de novas células T 

no timo dos pacientes com AF tratados com HU, levando a um perfil comparável ao 

dos indivíduos saudáveis envolvidos neste estudo.  
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Enquanto o tratamento com HU pode reduzir o número de moléculas 

inflamatórias de forma mais eficiente, sustentado pela utilização prolongada, a 

terapia com TF parece não reduzir o número de moléculas inflamatórias no mesmo 

nível (PENKERT et al., 2017).  Embora os pacientes tratados com TF em nosso 

estudo, tenham apresentado perfil similar de neogênese de células T em relação aos 

pacientes tratados com HU, constituem um grupo complexo com acometimento mais 

grave da doença, além de poderem apresentar contraindicações ao uso de HU e 

ocorrência de aloimunização. Todos os pacientes incluídos neste grupo estavam sob 

regime de transfusão crônica, realizando em média 2-3 transfusões mensais, sem 

uso de HU. Outra observação importante é que entre os pacientes, sete 

apresentaram-se aloimunizados.  

Como a aloimunização é uma complicação clinicamente significativa nos 

pacientes em regime de transfusão crônica, nós analisamos a neogênese das 

células T comparando o grupo aloimunizado e não aloimunizado, porém, 

provavelmente devido ao número pequeno de pacientes, não encontramos 

diferenças significativas nos níveis de sjTREC e β-TREC.   

Porém, o grupo de pacientes aloimunizados, tratados com TF, apresentaram 

menores níveis de sjTREC e β-TREC. Um perfil mais inflamatório já foi descrito em 

pacientes aloimunizados, demonstrando que o heme (liberado tanto da hemólise das 

hemácias falciformes quanto no processo de transfusão) tem implicação na 

polarização das células T em pacientes com DF (ZHONG et al., 2014). 

Em conjunto, nossos dados sugerem que a aloimunização possa ter algum 

efeito sobre a produção de novas células T naive pelo timo em pacientes com AF 

tratados com TF, que deve ser melhor investigado aumentando o número de 

pacientes bem como através do estudo detalhado de populações de linfócitos T.  

 

7.1.2 Diversidade do repertório de células T 

 

Adicionalmente ao estudo da neogênese das células T, a função tímica 

também foi avaliada através do estudo da diversidade do repertório de células T pela 

amplificação do segmento gênico que contém a região CDR3 do receptor de TCR 

(PANNETIER et al., 1993). Durante a ontogenia das células T no timo, o rearranjo 

genético das regiões de diversidade, junção e variável (VDJ) gera a região 

hipervariável denominada CDR3. A variabilidade desta região aumenta ainda mais 
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através do processo de adição e remoção de nucleotídeos, expandindo o espectro 

de reconhecimento do TCR (PANNETIER; EVEN; KOURILSKY, 1995; VAN DEN 

BEEMD et al., 2000).  Portanto, a análise do repertório da cadeia Vβ fornece uma 

visão global do repertório de células T do sangue periférico dos pacientes com AF 

sob os diferentes tratamentos. 

O pool de células T naïve é mantido pela combinação da saída de novas 

células do timo e da proliferação das células T naive circulantes. Em algumas 

situações há um declínio progressivo na exportação de novas células T naive pelo 

timo, por exemplo a imunosenescência, podendo comprometer as respostas aos 

antígenos (STEINMANN; KLAUS; MÜLLER-HERMELINK, 1985; VENTEVOGEL; 

SEMPOWSKI, 2013). Em nosso trabalho, observamos uma correlação negativa 

entre a idade e o número de moléculas de sjTREC. Além disso, a perda da 

diversidade do TCR pode surgir por vários mecanismos, incluindo expansão clonal, 

desvios com aumento seletivo da população de células T de memória, mudanças na 

especificidades das células T naive (GORONZY; LEE; WEYAND, 2007; NAYLOR et 

al., 2005), bem como alterações do microambiente tímico que podem afetar as 

células residentes (CLISE-DWYER et al., 2007).  

A avaliação do repertório de células T é de grande relevância e tem sido 

abordada no estudo de doenças autoimunes, linfoproliferativas, infecciosas (por HIV 

e CMV por rexemplo), nas quais antígenos específicos direcionam a expansão de 

clones específicos de células T, resultando em um repertório Vβ perturbardo e 

oligoclonal (FOZZA et al., 2015, 2017; GORSKI et al., 1994; HODES; SHARROW; 

SOLOMON, 1989; LUO et al., 2012; MURARO; DOUEK, 2006; OCHSENREITHER 

et al., 2010; OKAJIMA et al., 2009; PANNETIER; EVEN; KOURILSKY, 1995; WU et 

al., 2015; XIONG; TAN; SONG, 2014). A identificação de clones específicos bem 

como mudanças no padrão do repertório de células T também tem sido empregada 

no estudo de doenças hematológicas e imuno-mediadas (FOZZA; LONGINOTTI, 

2013; PLASILOVA; RISITANO; MACIEJEWSKI, 2003).  

Nosso estudo é o primeiro a avaliar a diversidade do repertório de células T 

em pacientes com AF sem tratamento e em diferentes tratamentos. Nós observamos 

que os pacientes com AF de maneira geral, apresentaram um repertório de linfócitos 

T menos diverso em comparação com indivíduos saudáveis. Considerando a 

diversidade do repertório da cadeia Vβ do TCR avaliada pelo complexity score (CS) 

(WU et al., 2000), a média dos complexity scores que encontramos para os 14 
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indivíduos saudáveis foi de 131,29, que foi maior do que as médias dos indivíduos 

com AF entre todos os tratamentos. Vale ressaltar que o grupo controle do nosso 

estudo foi composto por indivíduos afrodescendentes e alguns com relação familiar 

com os pacientes falciformes, sendo que seis indivíduos eram traço falciforme.  

Ainda que a avaliação do repertório de células T através do cálculo do CS 

forneça dados importantes em relação a diversidade do TCR, este constitui um 

apenas um análise quantitativa geral, onde faz-se a soma de todos os picos das 24 

famílias Vβ. Portanto, nós realizamos uma análise mais detalhada do perfil de 

distribuição dos picos de CDR3 dentro de cada uma das 24 famílias Vβ, a fim de 

elucidar a composição e a qualidade da distribuição dos picos de CDR3 nos 

pacientes com AF.  

A composição do grupo controle revelou um repertório misto com predomínio 

da distribuição dos picos de CDR3 policlonais com distribuição gaussiana e de 

famílias que apesar de apresentarem múltiplos picos, tinham uma distribuição que 

classificamos como “perturbada” (do inglês skewed), com menos de 5% da 

composição correspondendo a picos monoclonais. A validação do grupo controle foi 

especialmente importante para compararmos com pacientes falciformes, que 

apresentaram de forma geral um repertório composto predominantemente de 

famílias com padrão skewed e picos monoclonais. Estes resultados indicam que a 

AF induz mudanças qualitativas e quantitativas na composição do repertório de 

células T que podem levar à uma disfunção imunológica e consequente aumento da 

susceptibilidade a infecções nestes pacientes.  

É relevante destacar que entre todos os pacientes (tratados ou sem 

tratamento), trinta e um pacientes apresentaram uma ou mais infecções bacterianas 

relatadas no histórico clínico, sendo que o tipo de infecção mais frequente foi 

pneumonia. Alguns pacientes apresentaram até quatro episódios de pneumonia 

acarretando em hospitalização, e outros apresentaram pneumonia concomitante 

com osteomielite e infecções do trato urinário. Portanto, mesmo com a introdução do 

tratamento com penicilina profilática e vacinações, estes pacientes ainda são mais 

susceptíveis ao acometimento por infecções, indicando que existe um 

comprometimento imunológico importante na AF. 

Outra questão importante é o impacto das alterações fisiopatológicas que 

ocorrem nos pacientes com DF, como o processo inflamatório crônico, sobre o 

repertório de células T periférico. Enquanto a produção de células T naïve pelo timo 
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garante diversidade no repertório, a seleção e diferenciação de células T recém- 

emigrantes do timo continua nos tecidos periféricos (ALLEN et al., 2011; 

BOURSALIAN et al., 2004).  

Perturbações e alterações graves no repertório de células T periférico, tais 

como expansão oligoclonal de linfócitos T CD8+, já foram descritas em pacientes 

com polimiosite e dermatomiosite, doenças caracterizadas por infiltrados 

inflamatórios musculares (BENVENISTE et al., 2001). Similarmente, Chapman et al., 

(2016) avaliou as populações de células T no sangue periférico e em biópsias de 

pacientes com doença de Crohn, e encontraram uma diversidade do repertório de 

células T muito menor nos tecidos da mucosa em relação as células T do sangue 

periférico, indicando a expansão de células T específicas no tecido intestinal em 

processo inflamatório (CHAPMAN et al., 2016). Diminuição na diversidade do 

repertório de células T também foi observada em pacientes durante o choque 

séptico, sendo restaurada ao longo do tempo (VENET et al., 2013).  

Nós encontramos diferenças entre os grupos de pacientes quando 

comparamos a composição e distribuição dos picos de CDR3 da cadeia Vβ do TCR. 

Enquanto os pacientes sem tratamento e tratados com TF apresentaram um 

repertório de células T perturbado, composto predominantemente por famílias com 

distribuição não gaussiana dos picos, os pacientes tratados com HU apresentaram 

maior porcentagem de famílias Vβ com perfil policlonal e menor porcentagem de 

famílias com perfil skewed.  Estes achados indicam que a fisiopatologia complexa e 

o estado inflamatório presente nos pacientes com DF interferem no processo de 

proliferação e diferenciação periférica das células T. O tratamento com HU pode 

conferir aos pacientes um perfil de repertório de células T mais próximo de 

indivíduos saudáveis. 

Um estudo recente demonstrou que o tratamento com Azacitidina foi capaz de 

melhorar o repertório de células T em pacientes com síndrome mielodisplásica e 

leucemia mielóide aguda, restaurando a diversidade dos picos de CDR3 

especialmente no subconjunto de linfócitos T CD4+ (FOZZA et al., 2015). 

Interessantemente, a Azacitidina também é um medicamento indutor da HbF 

(FIGUEIREDO, 2007), capaz de influenciar na polarização das células T, 

especialmente em relação as células Tregs (BONTKES et al., 2012; COSTANTINI et 

al., 2013). Desta forma, assim como a Azacitidina apresenta efeitos benéficos no 

sistema imune destes pacientes, a HU também pode atuar positivamente sobre a 
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desregulação imunológica nos pacientes com AF, especialmente melhorando a 

composição e diversidade do repertório de células T em relação ao tratamento com 

TF e pacientes não tratados.  

Finalmente, o repertório dos linfócitos T nos pacientes aloimunizados também 

foi menos diverso e com maior porcentagem de famílias monoclonais, em relação 

aos pacientes não aloimunizados, demonstrando que além de impactar a neogênese 

das células T, a aloimunização também pode ter efeito sobre o repertório de células 

T periférico dos pacientes em regime de transfusão crônica, especialmente devido a 

desregulação imunológica envolvida no processo de aloimunização, já descrita 

anteriormente (YAZDANBAKHSH; SHAZ; HILLYER, 2017).  

Através do método da avaliação do repertório dos linfócitos T, chamado de 

TCRBV CDR3 spectratyping, também é possível estimar a frequência de cada 

família Vβ nos repertórios analisados. Este é o primeiro trabalho que avaliou as 

frequências de famílias Vβ do TCR em pacientes com doença falciforme. De forma 

geral, nós identificamos tanto o aumento da frequência de famílias específicas, como 

a família Vβ3 e das famílias Vβ10 e Vβ18 no grupo dos pacientes tratados com HU, 

quanto a diminuição da frequência da família Vβ16 em relação aos indivíduos 

controles saudáveis. Além disso, interessantemente a família Vβ2 foi mais frequente 

nos indivíduos aloimunizados.  

Com relação a expressão de cadeias Vβ específicas, alguns trabalhos 

encontraram alta frequência da cadeia Vβ3 como em células de infiltrado do músculo 

cardíaco em pacientes com cardiomiopatia (LUPPI et al., 1998), em células T 

periféricas de lavado bronco-alveolar de pacientes com asma (WAHLSTRÖM et al., 

2001) e em expansão clonal em pacientes com esclerose múltipla (MURARO et al., 

2002). A expressão da família Vβ3 também foi encontrada em expansão oligoclonal 

em populações de células T CD8+ em pacientes com artrite reumatoide 

(HINGORANI et al., 1996). A diminuição da frequência da família Vβ16 também foi 

observada em linfócitos T periféricos de pacientes asmáticos em relação a 

indivíduos sadio (WAHLSTRÖM et al., 2001).  

Nosso estudo demonstra que pacientes com AF possuem particularidades na 

expressão de determinadas famílias Vβ tanto em relação a indivíduos sadios quanto 

entre os pacientes sob diferentes tratamentos ou pacientes não tratados, indicando 

que as diferentes modalidades terapêuticas induzem mudanças qualitativas e 
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quantitativas no repertório de células T, as quais podem ser avalidadas mais 

detalhadamente por sequenciamento de nova geração. 

 

7.1.3 Neogênese de células B  

 

Na avaliação da neogênese das células B, observamos um aumento de 

células B naive e da taxa de proliferação homeostática nos pacientes com AF. Em 

relação aos tratamentos, pacientes em TF apresentaram níveis mais elevados de 

sjKREC. 

Os altos níveis de sjKREC e Cj encontrados nos pacientes com AF 

corroboram os achados de Nickel e colaboradores (2015) que encontraram aumento 

significativo de linfócitos B totais e linfócitos B naïve em pacientes com DF em 

relação a indivíduos saudáveis. Em contrapartida, a avaliação da influência dos 

tratamentos no perfil de linfócitos B contrastou com nossos resultados, visto que eles 

encontraram aumento de células B totais nos grupos sem tratamento e tratado com 

TF em relação ao grupo tratado com HU, e, em nosso trabalho, a média de 

moléculas de Cj (que reflete o total de linfócitos B) foi bastante similar entre os 

grupos de pacientes convencionalmente tratados com HU ou TF e sem tratamento. 

Da mesma forma, um maior número de linfócitos B naïve foi encontrado nos 

pacientes sem tratamento (Nickel et al., 2015), enquanto em nosso trabalho, foi 

encontrado nos pacientes em tratamento com TF.  

Corroborando os nossos achados, ao avaliar o compartimento de células B 

em pacientes com DF tratados com transfusões, Bao et al. (2013) observaram que a 

frequência de linfócitos B CD19+ foi maior nos pacientes transfundidos em relação a 

pacientes com DF sem tratamento e a um grupo controle saudável. Ainda neste 

trabalho, eles verificaram que não houve diferença no compartimento das células B 

entre os pacientes aloimunizados e não aloimunizados, em contraste, nós 

encontramos maior expressão sjKRECs e Cj no grupo dos pacientes não 

aloimunizados (Bao et al., 2013). 

Na AF, o baço é o órgão primariamente afetado e logo nos primeiros anos de 

vida, os pacientes apresentam diminuição do órgão e perda da função esplênica 

devido a sua atrofia e fibrose. Diversos trabalhos mostraram que o comprometimento 

da função esplênica e a esplenectomia cirúrgica tanto em humanos quanto em 

modelos animais da DF, leva a diminuição de células B de memória IgM+, 
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especialmente a subpopulação CD19+CD27+IgMhighIgDlow produtoras de anticorpos 

contra antígenos polissacarídeos, com a contagem de linfócitos B totais normais ou 

aumentada (CAMERON et al., 2011; GIORDANO et al., 2016; MILIĆEVIĆ et al., 

2001; SZCZEPANEK et al., 2012; WALUSIMBI et al., 2012; WILLIAM; CORAZZA, 

2007).  Em crianças com β-talassemia, a esplenectomia resultou num aumento 

significativo do número de linfócitos B periféricos (DWYER et al., 1987; 

PATTANAPANYASAT et al., 2000).  

No trabalho de Nickel et al., (2015), uma análise de regressão multivariada foi 

realizada a fim de investigar a relação entre a função esplênica com o número de 

diversas populações celulares. Os resultados revelaram que o estado de 

esplenectomia cirúrgica foi significantemente associado ao aumento da população 

total de células B em relação aos pacientes não esplenectomizados.  Mesmo 

quando os pacientes esplenectomizados foram retirados da análise, os pacientes 

apresentaram aumento significativo da contagem de células B em relação ao grupo 

controle saudável. Os resultados da análise multivariada realizada em nosso estudo, 

estão em concordância com o trabalho de Nickel et al., (2015), pois demonstrou que 

as disfunções esplênicas encontradas nos pacientes com AF influenciaram 

diretamente os níveis de sjKREC, ou seja, levaram ao aumento de células B naive 

em relação ao grupo de indivíduos sadios. Adicionalmente, a análise multivariada 

também demonstrou que a presença infecções bacterianas no histórico clínico levou 

ao aumento no número de moléculas de sjKREC em relação aos pacientes que não 

apresentaram infecções bacterianas.  

O tratamento com HU, apesar dos inúmeros benefícios clínicos já relatados, 

não é capaz de prevenir os danos na função esplênica relacionados a doença. Um 

estudo clínico randomizado realizado em crianças com AF ou Sβ-talassemia que 

utilizaram HU ou placebo por dois anos, demonstrou que a HU não diminuiu a 

proporção de crianças com diminuição da função esplênica (WANG et al., 2011).  

Outro estudo que avaliou a função esplênica em crianças com DF tratadas com HU 

com a dose máxima tolerada por três anos, demonstrou que o medicamento 

preservou a função esplênica apenas em algumas crianças, sendo que a maioria 

continuou com evidências de baço não funcionante (NOTTAGE et al., 2014). 

Com base nos resultados do nosso estudo, é possível que a disfunção 

esplênica leve ao aumento da geração de células B naive pela medula óssea, 
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consistindo em um mecanismo compensatório, devido a diminuição das células B de 

memória na circulação.  

Em resumo, observamos que existe uma desregulação na homeostase das 

células B nos pacientes com AF. Entretanto, estudos complementares como a 

análise da frequência de subpopulações de células B (naive, memória e Bregs) são 

necessários para compreender a influênica dos diferentes tratamentos e demonstrar 

se existe uma diminuição de células B CD19+27+IgMhighIgDlow de memória que possa 

influenciar na susceptibilidade a infecções bacterianas nestes pacientes.  

 

7.2 Neogênese de células T e B em pacientes com doença falciforme tratados 

com TCTH alogênico 

 

7.2.1 Neogênese de células T após o TCTH alogênico 

 

Atualmente, o TCTH alogênico constitui a única opção curativa aos pacientes 

com DF e várias outras doenças hematológicas, sendo a forma de terapia celular 

mais estabelecida e reconhecida mundialmente. O timo desempenha um papel 

crucial na qualidade da reconstituição imunológica após o TCTH alogênico, portanto 

a avaliação da função tímica é de fundamental importância (CHAUDHRY et al., 

2017; TOUBERT et al., 2012).  

Em nosso estudo, a produção tímica de novas células T naïve avaliada pela 

quantificação absoluta dos níveis de sjTREC e β-TREC, diminuiu consideravelmente 

nos primeiros meses após o TCTH alogênico, sendo reestabelecida um ano pós- 

transplante. Nos primeiros meses após o TCTH alogênico, os pacientes apresentam 

uma intensa imunoablação decorrente do regime de condicionamento, com 

expansão periférica de células T e diminuição da função tímica (CHAUDHRY et al., 

2017; TOUBERT et al., 2012). Entre três meses e um ano pós-transplante, houve 

um aumento progressivo do número de moléculas de sjTREC e entre seis meses a 

um ano pós-transplante ocorreu um aumento do número de moléculas de β-TREC, 

levando a normalização do output tímico, o qual persistiu por longo prazo após o 

transplante. É interessante observar que os níveis de sjTREC e β-TREC nos 

pacientes antes do transplante estavam dentro da faixa dos valores de indivíduos 

sadios. Além disso, o output tímico foi restabelecido aos níveis basais anteriores aos 

12 meses pós-transplante.  
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Alguns fatores podem contribuir com desfecho favorável da recuperação da 

timopoiese após o transplante, como por exemplo a idade, pois já foi demonstrado 

que pacientes com <25 anos recuperam completamente a função tímica em até um 

ano (CLAVE et al., 2009), e a média de idade da coorte dos pacientes do nosso 

estudo ao realizarem o TCTH alogênico foi de 18,4 anos. Adicionalmente, com 

exceção de um paciente, todos receberam medula óssea HLA-idêntica de irmãos 

como fonte de células progenitoras. 

A capacidade funcional de regeneração do timo foi demonstrada em crianças 

e adolescentes submetidos a timectomia neonatal, pela restauração da produção 

tímica de células T CD4+ funcionais (VAN DEN BROEK et al., 2016). Embora a 

involução tímica seja correlacionada ao aumento da idade, os mecanismos 

homeostáticos que garantem a diversidade do compartimento das células T indicam 

a ocorrência de um processo contínuo de atividade tímica e renovação de células T 

periféricas ao longo da vida (DOUEK et al., 1998; HAYNES et al., 2000; JAMIESON 

et al., 1999; POULIN et al., 1999). Ademais, mesmo com o declínio progressivo da 

função tímica com a idade, nossos dados corroboram estudos que demonstram que 

sua atividade não é totalmente eliminada (CLAVE et al., 2009, 2013; DOUEK et al., 

2000; TOUBERT et al., 2012).  

A detecção de células T recém-emigrantes do timo baseada na quantificação 

de moléculas de sjTRECs é amplamente utilizada para avaliar imunodeficiências 

primárias de células T e outras condições patológicas nas quais o processo de 

geração de células T seja interrompido, como no caso de infecção por HIV, 

envelhecimento e TCTH alogênico (DOUEK et al., 1998; HAYNES et al., 2000; 

SOMECH, 2011; TOUBERT et al., 2012). Ao avaliarem amostras de tecido tímico e 

sangue periférico em adultos que realizaram cirurgias cardíacas, Arellano e 

colaboradores (2006) demonstraram que os níveis de sjTREC no timo 

correlacionaram-se diretamente e significativamente com os níveis de sjTREC no 

sangue periférico demonstrando que de fato, os níveis periféricos de moléculas de 

sjTREC refletem bem a função tímica (ARELLANO et al., 2006).  

A avaliação do output tímico tornou-se mais completa com introdução da 

quantificação do β-TREC. A avaliação conjunta dos níveis de sjTREC e β-TREC, 

fornece resultados mais informativos, diminuindo os efeitos da expansão periférica 

das células T, visto que os níveis do output tímico são primariamente definidos pela 

proliferação intratímica das células T. Portanto, ao avaliarmos todos os seguimentos 
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Dβ-Jβ do rearranjo da cadeia β, a razão entre sjTREC/ β-TREC fornece uma análise 

direta da proliferação intratímica das células T (DION et al., 2004). Deste então, a 

razão entre sjTREC/β-TREC tem sido especialmente utilizada para quantificar a 

função tímica e a proliferação de células T CD4+ durante a infecção por HIV e 

consequentemente avaliar o tratamento com terapia antirretroviral (DELOBEL et al., 

2006; DION et al., 2007; GAUTIER et al., 2007). Porém, existem poucos estudos 

que avaliaram os níveis de β-TREC e a razão sjTREC/β-TREC no contexto do TCTH 

alogênico. 

Nossos resultados corroboram um estudo conduzido por Clave et al. (2009) 

que avaliou a neogênese de células T após o transplante alogênico de 96 pacientes 

que receberam células progenitoras hematopoéticas de irmãos HLA-idênticos, sendo 

que 56 receberam medula óssea total e 37 receberam células tronco mobilizadas do 

sangue periférico. Neste estudo eles observaram que após uma queda dos níveis de 

sjTRECs e β-TRECs nos primeiros seis meses pós transplante, houve recuperação 

da neogênese das células T em um ano (CLAVE et al., 2009). 

Neste mesmo contexto, Ringhofer et al., (2013) avaliaram a neogênese das 

células T em 66 pacientes que receberam transplante alogênico para várias doenças 

hematológicas (38% dos pacientes receberam medula óssea com depleção de 

células T e dois terços dos pacientes receberam regime de condicionamento 

mieloablativo).  Em contraste, os autores observaram forma geral que a recuperação 

pós-transplante foi lenta, sendo necessários mais de dois anos para que os níveis de 

sjTRECs e β-TRECs atingissem os valores pré transplante (RINGHOFFER et al., 

2013). Ainda neste trabalho, eles observaram que idade média de 44 anos da coorte 

dos pacientes teve impacto negativo sobre a recuperação da neogênese das células 

T e sobre a taxa de proliferação intratímica (sjTREC/β-TREC).  

Outro aspecto importante observado em nosso estudo foi o comprometimento 

da neogênese das células T pelo desenvolvimento de DECH aguda em nove 

pacientes após o TCTH alogênico.  

No período inicial pós-transplante, a expansão periférica das células T ocorre 

predominantemente por células T CD8+ de memória, que em comparação com as 

células T naïve, que são mais responsivas as citocinas como IL-2, IL-15 e IL-7, 

possuem contato prévio com agentes patogênicos (como vírus reativados) e são 

menos dependentes do reconhecimento de antígenos via MHC para sobrevivência 

(TOUBERT et al., 2012).  
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Recentemente foi demonstrado em um modelo experimental, que a DECH 

levou a depleção de células tímicas resultando na diminuição da produção de IL-22 

no microambiente tímico, inibindo assim a proteção das células epiteliais tímicas 

mediada pela IL-22, prejudicando dessa forma a recuperação da timopoiese 

(DUDAKOV et al., 2017).  

É importante destacar que mesmo em transplantes alogênicos entre irmãos 

HLA-idênticos, a DECHa continua a ser uma complicação importante pós 

transplante. A alta ocorrência de DECHa deve-se em grande parte, devido a 

diferenças nos antígenos de histocompatibilidade menores e a variações 

polimórficas nos genes que codificam proteínas HLA não clássicas (como HLA-E, 

HLA-G e MICA/B) entre doador e receptor (revisado de BOGUNIA-KUBIK; ŁACINA, 

2017). 

Em nosso estudo, observamos que a DECHa comprometeu a geração de 

células T naive pelo tímo no período inicial de seis meses, com diminuição 

significativa dos níveis de sjTRECs e β-TRECs em relação ao grupo de pacientes 

que não desenvolveram DECH. Nossos achados corroboram o estudo de Clave et 

al. (2009) que encontraram níveis de sjTREC e β-TREC significantemente menores 

também no período de seis meses pós-transplante alogênico, além da reconstituição 

de células naive CD4+CD45RA+CD62L, que foi significantemente mais lenta nos 

pacientes com DECHa. Quando a análise foi realizada apenas nos pacientes com 

DECHa que receberam apenas regime de condicionamento mieloablativo, eles ainda 

encontraram níveis significativamente ainda mais baixos de sjTRECs no período de 

seis meses.  

Conforme já discutimos anteriormente, neste mesmo estudo de Clave et al. 

(2009), a neogênese de células T recuperou-se em um ano pós-transplante, e o 

mesmo foi observado para o grupo que teve DECHa, embora os pacientes com mais 

de 25 anos apresentaram uma recuperação mínima da função tímica, revelada pelos 

baixos níveis de sjTREC na presença ou ausência de DECHa, demonstrando que a 

recuperação dos níveis de sjTREC é muito mais eficiente em indivíduos jovens. Em 

relação aos níveis de β-TREC, nossos resultados também corroboram os resultados 

de Clave et al. (2009), com recuperação dos níveis de β-TREC aos 12 meses pós-

transplante. 

No estudo de Ringhofer et al., (2013), eles observaram que a DECHa e o 

regime de condicionamento de intensidade reduzida teve impacto significativo na 
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recuperação dos níveis de β-TREC.  Em um outro estudo realizado por Weinberg e 

colaboradores (2001), os níveis de sjTREC foram menores nos pacientes com 

histórico de DECH aguda e crônica, além de baixa contagem de células T CD4+, 

entretanto neste estudo, a DECH crônica teve maior impacto na neogênese das 

células T (WEINBERG et al., 2001). 

O decréscimo de sjTRECs e β-TRECs em seis meses, refletem 

respectivamente a redução do número de linfócitos que já tiveram sua cadeia α e β 

rearranjada, sugerindo que o atraso na recuperação da função tímica na presença 

DECHa aos seis meses pós-transplante, pode ocorrer principalmente nos estágios 

de diferenciação dos timócitos mais imaturos, antes da recombinação do TCR. 

Análises histológicas e estudos funcionais, já demonstraram que as células epiteliais 

tímicas e os timócitos são alvos da DECHa em ratos (LAPP et al., 1985), e em 

humanos (BESCHORNER et al., 1978; MÜLLER-HERMELINK et al., 1987), 

resultando em importantes modificações na estrutura tímica. De fato, as células 

epiteliais tímicas são biologicamente similares a outras células epiteliais alvos na 

DECH, tais como as células epiteliais da pele (PATEL et al., 1995).  

Finalmente, nós observamos que em nosso estudo, os pacientes que 

apresentavam reativação por CMV pós transplante, apresentaram uma piora na 

neogênese de células T, observada pelos baixos níveis de sjTREC e β-TREC em 

relação aos pacientes que não apresentavam reativação por CMV, especialmente 

nos primeiros meses após TCTH alogênico. Interessantemente, foi demonstrado em 

um modelo animal de imunodeficiência combinada grave, que as células epiteliais 

tímicas constituem alvos importantes do vírus CMV, o qual promoveu mudanças na 

arquitetura e no microambiente tímico (MOCARSKI et al., 1993).  

No cenário do TCTH, quando a reativação por CMV ocorre nos estágios 

iniciais, leva a expansão de células T CD8+ de memória (LUGTHART et al., 2014; 

MEYER, 2015), diminuição da contagem de células T CD4+ e CD8+ naive e uma 

diminuição progressiva da população de células T CD4+CD31+ recém-imigrantes do 

timo (SUESSMUTH et al., 2015). O perfil imunológico nestes pacientes pode 

permanecer alterado mesmo anos após o transplante, e é independente do estado 

sorológico e da replicação viral (ITZYKSON et al., 2015).  

Oukinoura e colaboradores (2011) observaram que a ocorrência precoce de 

reativações/infecções pelos vírus de CMV, Epstein-Barr e adenovírus pós- 

transplante, foi associada ao processo prejudicado de recuperação de células T 
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naïve, com baixos níveis de sjTREC. Nesse trabalho, a contagem absoluta de 

células T naïve, atingiu valores dentro da faixa de indivíduos saudáveis na maioria 

dos pacientes aos 12 meses pós-transplante (OLKINUORA et al., 2011), 

corroborando nossos resultados, pois observamos a recuperação dos níveis de 

sjTREC em um ano dentro da faixa dos valores para o grupo de indivíduos sadios.   

Jímenez et al., (2006) relataram numa coorte de 155 pacientes que 

receberam transplante não mieloablativo, a ocorrência de infecção por CMV foi 

associada a diminuição da contagem de CD3+ e CD8+ durante o primeiro ano pós- 

transplante. Além disso, baixos níveis de sjTREC ainda foram encontrados em 

períodos mais tardios em pacientes com histórico de reativação por CMV (JIMÉNEZ 

et al., 2006).  

Portanto, nosso trabalho demonstrou que o desenvolvimento de DECHa e 

reativação por CMV, teve um impacto negativo na neogênese das células T nos 

pacientes com DF submetidos ao TCTH alogênico, ocorrendo especialmente nos 

primeiros meses. Nossos resultados indicam que a timopoiese pode ser 

comprometida logo nos estágios iniciais de maturação dos timócitos pelo quadro 

inflamatório crônico, microinfartos, presença de DECHa ou reativação viral, com 

base nos baixos níveis de β-TREC encontrados. Entretanto, a geração de novas 

células T naive aumentou a partir de um ano, mantendo-se constante por anos após 

o TCTH. 

 

7.2.2 Diversidade do repertório de células T após o TCTH alogênico 

 

A análise da diversidade do repertório de células T no contexto do transplante 

tem sido amplamente utilizada, uma vez que a diversidade do repertório de células T 

periféricas é um componente chave da resposta imune adaptativa e respostas a 

infecções. Por outro lado, um repertório comprometido, caracterizado como 

perturbado e/ou monoclonal, implica em limitações das respostas imunológicas 

(SUESSMUTH et al., 2015). 

Como já foi discutido anteriormente, a diversidade do repertório da cadeia Vβ 

do TCR foi avaliada pelo complexity score (CS) (WU et al., 2000), mensurado 

através da soma dos picos das 24 famílias Vβ. Em nosso estudo, observamos que 

antes de realizarem o transplante, o CS do repertório dos pacientes foi mais restrito, 

com predomínio de famílias com padrão skewed. Entretanto, após a queda 
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acentuada da diversidade nos primeiros seis meses pós-transplante com predomínio 

de famílias monoclonais, houve aumento do CS e da porcentagem de famílias com 

padrão policlonal e gaussiano a partir de 12 meses pós-transplante. Em relação ao 

tratamento prévio dos pacientes antes de serem submetidos ao transplante, a 

maioria estava em regime de transfusão crônica ou associada a terapia 

medicamentosa com HU.  Alguns pacientes estavam em tratamento apenas com HU 

e somente um paciente estava sem tratamento (sem HU e TF).  

É importante ressaltar que ao avaliarmos a diversidade e composição do 

repertório da cadeia Vβ do TCR nos pacientes com DF no período pré-transplante, é 

possível fazer um paralelo com o perfil do repertório de células T dos pacientes 

convencionalmente tratados. Conforme discutido no item 8.1.2, observamos que os 

pacientes com AF de maneira geral, apresentaram um repertório de linfócitos T 

menos diverso em relação aos indivíduos saudáveis. Entretanto, a diversidade geral 

do repertório baseada no CS foi maior nos pacientes com AF tratados 

convencionalmente em relação ao CS dos pacientes candidatos ao TCTH alogênico 

(dados do período pré-transplante).  

Em um estudo que avaliou a reconstituição das células T em pacientes 

pediátricos após o TCTH alogênico, foi encontrada uma relação positiva entre os 

níveis de sjTRECs antes do transplante alogênico e rápida reconstituição de células 

T. Pacientes com maiores níveis de sjTREC antes do transplante apresentaram um 

repertório mais diverso e policlonal da cadeia Vβ do TCR após o transplante, 

sugerindo que o status da função tímica antes do transplante pode ajudar a prever a 

cinética da reconstituição após o transplante (CHEN, 2005).  

Corroborando nossos resultados, Wu et al., (2000) encontraram restrição do 

repertório da cadeia Vβ do TCR (diminuição do CS) no período pré-transplante em 

uma coorte de 11 pacientes submetidos ao TCTH alogênico em comparação com 

CS de indivíduos saudáveis (WU et al., 2000). Neste estudo, todos os pacientes 

apresentaram predomínio de famílias monoclonais e ausência de famílias Vβ nos 

períodos iniciais pós-transplante, contudo, a diversidade da cadeia Vβ avaliada pelo 

CS aumentou aos 12 meses pós-transplante nesta coorte de pacientes, mantendo-

se após este período.  

Em um estudo realizado em pacientes chineses com leucemia mielóide e 

leucemia linfoide aguda submetidos ao TCTH alogênico, foi observada uma 

diminuição da frequência das famílias Vβ2, 3, 7, 9, 12, 17, 22 e 23 entre quatro a oito 
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meses após o transplante (TALVENSAARI et al., 2002). Em nosso estudo, a família 

Vβ2 também foi menos expressa em todos os seguimentos até um ano pós-

transplante e seu perfil foi predominantemente policlonal e gaussiano.  

Diversas famílias Vβ apresentaram frequências diferentes antes e após o 

transplante, aumentadas ou diminuídas em relação ao grupo controle ou aos 

períodos de seguimento. Além disso, a composição do repertório de células T 

também alterou-se após o transplante, com mudanças qualitativas nos seguimentos 

de CDR3, com disposição mais policlonal e menos oligoclonal dos picos de CDR3 

ao longo do tempo após o transplante. Em nosso estudo, as famílias Vβ8, Vβ13, 

Vβ14, Vβ16, Vβ20 e Vβ22 apresentaram expansões relevantes, sendo que a família 

Vβ22 foi a mais expressa nos TCRs dos linfócitos nos pacientes com DF antes do 

transplante em todos os períodos pós-transplante. Estes resultados indicam que o 

TCTH alogênico levou a mudanças profundas, qualitativas e quantitativas na 

composição do repertório de células T dos pacientes com DF após o transplante, 

que pode estar associado ao melhor prognóstico bem como ao desenvolvimento de 

complicações clínicas importantes como a DECH e reativação do vírus CMV.  

Embora o método TCRBV CDR3 spetratyping permita a detecção de 

mudanças na composição e no perfil do repertório de células T, uma limitação desta 

metodologia no contexto do TCTH alogênico é que ele não permite discernir a 

origem das células T avaliadas (se do receptor ou do doador), sendo necessário 

para tal a avaliação do quimerismo após o transplante. O CS da cadeia Vβ do TCR 

já foi associado com o status quimérico após o transplante (WU et al., 2000), embora 

na DF, o quimerismo misto não levou a complicações clínicas após o transplante, 

sugerindo que um quimerismo total das células do doador pode não ser necessário 

para o sucesso do transplante (AL JEFRI, 2011; BERNAUDIN et al., 2007; 

FERRANDO-MARTÍNEZ et al., 2010; GAZIEV; LUCARELLI, 2011; HSIEH; 

FITZHUGH; TISDALE, 2011; KHOURY; ABBOUD, 2011; LUCARELLI et al., 2012; 

REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). 

Em relação ao desenvolvimento de DECHa, concomitantemente à queda nos 

níveis de sjTREC e β-TREC nos primeiros seis meses pós-transplante, observada 

nos pacientes com DECHa, houve também uma dimunição da diversidade no 

repertório de células T neste período. De fato, o impacto do desenvolvimento de 

DECHa na diversidade do repertório após o transplante, já foi associado a uma 
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transição lenta do perfil perturbado ou skewed para um perfil policlonal e gaussiano 

(CLAVE et al., 2009). 

Em um estudo longitudinal que avaliou o repertório da cadeia Vβ do TCR 

após o transplante alogênico, foi demonstrado que a maioria das famílias Vβ nos 

pacientes que desenvolveram DECHa apresentaram apenas de 1 a 4 picos, sendo 

que algumas famílias não apresentaram perfil policlonal mesmo após dois anos (LIU 

et al., 2006). Ainda neste estudo, a família Vβ24 não foi expressa em todos os 

períodos até um ano pós-transplante, com baixa expressão apenas no período de 

dois anos. Vale ressaltar que, em nosso estudo, a família Vβ24 apresentou alta 

expressão nos períodos iniciais pós-transplante nos linfócitos dos pacientes que 

tiveram DECHa.  

Através do sequenciamento da região CDR3 da cadeia Vβ do TCR, Meyer et 

al., identificaram clones dominantes de células T no trato gastrointestinal de 

pacientes que desenvolveram DECHa (MEYER et al., 2013). Portanto, pacientes 

que desenvolvem DECH tem um repertório mais restrito devido a expansão de 

clones de células T aloreativas.  

Os pacientes que tiveram reativação do vírus CMV em nosso estudo também 

apresentaram diferenças na composição das famílias Vβ após o transplante em 

relação aos pacientes que não tiveram reativação viral. A reativação por CMV nos 

períodos iniciais pós-transplante leva a expansão oligiclonais de células T CD8+ de 

memória (LUGTHART et al., 2014; MEYER, 2015), e estas alterações imunológicas 

podem persistir anos após o transplante (ITZYKSON et al., 2015). 

Através de analises de sequenciamento da cadeia Vβ do TCR, foi 

demonstrado que uma maior diversidade das células T CD4+ do doador foi 

associada a menor reativação por CMV e vírus Epstein-Barr após o transplante, 

demonstrando a importância do compartimento de células T do doador no controle 

de vírus latente após o TCTH alogênico (RITTER et al., 2015). Em um outro estudo 

clínico prospectivo que avaliou a reativação de CMV em dezessete pacientes após o 

TCTH alogênico, o sequenciamento da cadeia Vβ do TCR revelou uma contração da 

diversidade da cadeia Vβ de células T CD8+ devido a expansões clonais especificas 

nos pacientes que tiveram reativação por CMV, demonstrando que além de 

direcionar a expansão de clones específicos a reativação por CMV teve impacto na 

composição geral do repertório Vβ do TCR (SUESSMUTH et al., 2015).  



Discussão  |  101 

Yang e colaboradores (2018) demonstraram que pacientes que tinham baixos 

níveis de sjTREC no período pré-transplante apresentaram alto risco de replicação 

viral pós-TCTH alogênico. Além disso, a baixa contagem de células CD4+CD31+ foi 

correlacionada com maior viremia por CMV após o transplante (YANG et al., 2018) .  

Em conjunto, nosso estudo demonstrou que apesar da baixa diversidade do 

repertório da cadeia Vβ do TCR nos pacientes com DF no período pré-transplante 

(basal), a reativação tímica foi eficiente sendo capaz de gerar um repertório de 

células T mais diverso a partir de 12 meses pós-transplante. Entretanto, a ocorrência 

de DECHa e reativação por CMV tiveram impacto negativo na geração da 

diversidade do repertório de células T após o transplante, levando a expansão e/ou 

diminuição de famílias Vβ específicas.  

 

7.2.3 Neogênese de células B após o TCTH alogênico 

 

O aumento expressivo de células B naïve demonstrado pelos elevados níveis 

de moléculas de sjKREC nos pacientes com AF convencionalmente tratados, 

também foi encontrado nos pacientes com DF no período pré-transplante. 

Surpreendentemente, a produção de novo de novas células B naive pela medula 

óssea foi reestabelecida em seis meses pós-transplante, concomitante com 

diminuição da razão Cj/sjKREC. 

A reconstituição das células B constitui um processo dinâmico, iniciado pelo 

aumento relativo de células B naïve, e recuperação mais tardia das células B de 

memória. A fonte de células progenitoras hematopoéticas e sua composição, bem 

como desenvolvimento de DECH, podem impactar a reconstituição imunológica. 

Ademais, a linfopoiese das células B é altamente dependente do microambiente da 

MO (ABRAHAMSEN et al., 2005; STOREK et al., 2001).  

Nos últimos anos, estudos tem demonstrado que as células B além da 

importância na apresentação de antígenos e produção de citocinas, podem 

desempenhar funções regulatórias através das células B reguladoras (Bregs) 

(LEBIEN; TEDDER, 2008; MAURI; BOSMA, 2012). As Bregs exercem efeitos 

imunomoduladores através da produção da citocina anti-inflamatória IL-10, 

modulando negativamente a resposta imune celular. A ausência ou disfunção das 

Bregs podem contribuir para o agravamento de quadros inflamatórios e autoimunes 

(YANABA et al., 2009; YOSHIZAKI et al., 2012). 
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Nosso estudo demonstrou um aumento importante de células B naïve, 

demonstrado pelos níveis elevados de sjKREC, persistindo por longos períodos 

após o TCTH alogênico nos pacientes com DF. Estes achados indicam que a MO 

está sendo direcionada para uma maior atividade, resultando em maior geração de 

células B naïve. Uma de nossas hipóteses é que o comprometimento da função 

esplênica esteja relacionado ao aumento da produção de células B naive e Bregs 

pela medula óssea.  

Recentemente, o TCTH alogênico foi relacionado ao aumento e recuperação 

da função esplênica em um estudo realizado em uma grande coorte de pacientes 

com DF (NICKEL et al., 2016). Este estudo demonstrou que o transplante pode 

prevenir danos futuros no baço e melhorar a função esplênica, embora esta melhora 

foi encontrada apenas em crianças, sendo que o aumento da idade no momento do 

transplante e o desenvolvimento de DECH crônica foi associado a piora da função 

esplênica. De fato, Glauzy et al., (2014) demonstrou que a DECH tem impacto na 

geração e replicação das células B, sendo que a DECHa levou a uma reconstituição 

tardia de células B CD27+ no período de seis meses e um ano após o TCTH 

alogênico (GLAUZY et al., 2014). Em nosso estudo, a idade média dos pacientes no 

transplante foi de 18 anos e não observamos impacto da DECHa nos níveis de Cj e 

sjKREC, portanto é possível que ainda exista comprometimento esplênico nos 

pacientes após o transplante. 

Diante desse contexto, o comprometimento da função esplênica pode 

justificar a elevada função medular e geração de novas células B naive nos 

pacientes após transplante, que também pode ser reflexa a baixa contagem de 

células B de memória. Apesar de observarmos um aumento da exportação de 

células B naïve, observada pelos altos níveis de sjKREC, seria importante 

compreender se essas células B podem sofrer maturação normal e serem mais 

funcionais após o transplante.  

Alguns resultados adicionais indicam que o TCTH alogênico na DF pode levar 

a normalização e/ou melhora da homeostase das células B nos pacientes com DF. 

Nós observamos que houve aumento dos níveis de imunoglobulinas da classe IgM e 

principalmente da classe IgG em dois anos pós-transplante em relação ao período 

pré-transplante (dados não mostrados). Além disso, realizamos um ensaio funcional 

piloto de produção de IL-10 em células B ativadas, no qual detectamos um aumento 

de células B de memória e aumento da produção de IL-10 por células B de um 
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paciente com DF um ano pós-transplante, em níveis comparáveis a um indivíduo 

sadio (dados não mostrados). Portanto, nossos resultados mostraram que mesmo 

com altos níveis de sjKREC após o transplante, as células B produzidas de novo são 

mais funcionais, com aumento da produção de anticorpos IgM e IgG. 

Interessantemente, entre os vinte e oito pacientes transplantados, apenas três 

apresentaram infecções pós-transplante, sendo duas pneumonias, e uma infecção 

bacteriana relacionada ao cateter.  

Em relação ao microambiente da MO nos pacientes com DF, defeitos 

funcionais nas células progenitoras hematopoéticas foram observados nos períodos 

iniciais após o transplante em pacientes com β-talassemia, indicados pela 

diminuição e alteração do potencial clonogênico de células progenitoras da MO. 

Estas anormalidades podem representar um defeito intrínseco nas células 

progenitoras ou extrínsecos decorrentes do processo inflamatório no microambiente 

medular (ISGRÒ et al., 2010).  

Um estudo recente avaliou as caraterísticas histológicas de biópsias de MO 

de vinte e seis pacientes com AF antes e após TCTH alogênico (MAURIELLO et al., 

2017). Os autores observaram que as MO dos pacientes com AF apresentaram 

celularidade normal ou ligeiramente aumentada, sendo que a hiperplasia eritróide foi 

uma característica comum em todas as biópsias analisadas. A biópsia dos pacientes 

com AF demonstrou vários agregados de eritrócitos falciformes nos vasos 

sanguíneos e no interstício. A análise das biópsias após o transplante revelou 

resultados interessantes, demonstrando que houve normalização da hematopoese 

medular, especialmente quando o doador não era traço falciforme.  

Em conjunto, nossos resultados corroboram indiretamente os estudos citados, 

demonstrando que o TCTH alogênico pode levar a normalização e/ou melhora da 

homeostase das células B em pacientes com DF. 

 

7.3 Comparação da neogênese de células T e B e do repertório de células T 

entre as diferentes modalidades terapêuticas 

 

Por fim, nós observamos que entre os diferentes tratamentos avaliados, o 

TCTH alogênico, tipo mais consolidado de terapia celular existente, foi o que 

apresentou os melhores resultados sobre a neogênese de células T e B a longo 

prazo. Houve aumento significativo dos níveis de sjTRECs sjKRECs um ano pós-
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transplante, em relação aos tratamentos convencionais com HU e TF. Embora a 

diversidade geral do repertório de células T periféricas tenha sido maior nos 

pacientes convencionalmente tratados (embora a diferença não tenha sido 

estatisticamente significativa), é importante destacar que o aumento do número de 

picos CDR3 não refletiu um repertório policlonal e gaussiano, pois conforme já 

discutido anteriormente, os pacientes convencionalmente tratados de modo geral, 

apresentaram um repertório desviado, composto predominantemente de famílias 

com perfil skewed. Já o TCTH alogênico, levou ao aumento de famílias com perfil 

policlonal e gaussiano após dois anos em relação ao período pré-transplante.  

Portanto, nosso estudo demonstrou que o TCTH alogênico foi capaz de 

recapitular a homeostase dos compartimentos de células T e B a longo prazo. O 

produção de novo de células T e B naive deve contribuir decisivamente para a 

melhorar a disfunção imunológica dos pacientes com DF.  

De fato, o TCTH alogênico para DF entre irmãos HLA idênticos na DF 

demonstrou uma excelente sobrevida de cinco anos, confirmando que este é um 

tratamento curativo, já usado mundialmente para pacientes com manifestações 

clínicas mais graves (GLUCKMAN et al., 2017).  

Neste contexto, nosso estudo contribuiu para um melhor entendimento dos 

mecanismos de disfunção imunológica nos pacientes com DF e demonstrou os 

benefícios imunológicos do TCTH alogênico em relação aos tratamentos 

convencionais. 
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8 CONCLUSÃO 

 

Nosso estudo demonstrou que pacientes com DF apresentam um 

desequilíbrio na neogênese de células T pelo timo e alterações da diversidade do 

repertório de células T periférico, que podem conferir maior susceptibilidade a 

infecções. Nossos resultados também indicam que existe disfunção esplênica nos 

pacientes com DF está relacionada ao aumento da produção de células B naive pela 

medula óssea, sugerindo um mecanismo compensatório. Entre as diferentes 

modalidades terapêuticas, a HU foi capaz de melhorar a diversidade do repertório de 

células T e o TCTH alogênico foi capaz de melhorar a neogênese de células T e B a 

longo prazo nos pacientes com DF. 
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APÊNDICES 

 

Apêndice A – Representação esquemática do método TCRBV CDR3 Spectratyping      

e os padrões de distribuição da região CDR3 após a análise no 

software Gene MapperTM. 

 

 
 
 
 
 
Figura A.1. Método de TCRBV CDR3 Spectratyping. Este método permite analisar a diversidade do 

repertório de linfócitos T e detectar populações celulares em expansão clonais (Pannetier et al., 1993; 

Pannetier et al., 1995). A técnica inicia-se pela amplificação por PCR dos segmentos Vβ-Cβ do TCR 

utilizando primers específicos para cada uma das 24 famílias Vβ estudadas. O produto desta reação 

é submetido a uma segunda amplificação por PCR que inclui um primer adicional marcado com 

fluorocromo. Nesta segunda reação, amplifica-se o segmento gênico que contém a região CDR3 (do 

inglês Complementarity-Determining Regions) do TCR, uma vez que esta região está localizada entre 

os segmentos V-D-J. Em seguida, estes seguimentos amplificados por PCR são submetidos a 

separação dos fragmentos em um sequenciador automático e através do software Gene MapperTM 

v.4.1 (Applied Biosystem), é possível calcular o tamanho (em pares de bases) dos diferentes 

fragmentos (picos) de CDR3, o número de picos de CDR3, estimar a frequência de cada família Vβ 

no repertório do TCR e analisar a clonalidade e distribuição (gaussiana ou não gaussiana) dos picos 

na região CDR3. 

Os gráficos (ou espectros) representam a intensidade de fluorescência em unidades arbitrárias em 
função do comprimento da região CDR3 em pares de bases. Nos espectros, os picos destacados em 
azul correspondem ao segmento de CDR3 com 10 resíduos de aminoácidos. 
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Apêndice B – Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p da quantificação das moléculas 

de TREC e β-TREC e razão TREC/β-TREC (taxa de divisão celular 

intratímica) nos pacientes com anemia falcforme convencionalmente 

tratados e sem tratamento e no grupo controle.  

 

Tabela B.1. Valores e média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas nas comparações 

entre todos os grupos e com o grupo controle.  

 Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 
Diferença 
Estimada 

IC P 

 Hidroxiuréia 
(N=20) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjTREC 2,56 (0,27) 2,51 2,54 (0,32) 2,65 0,01 (-0,19;0,2) 0,94 

β-TREC 1,44 (0,51) 1,57 1,39 (0,42) 1,39 -0,01 (-0,41;0,4) 0,97 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,29(1,46) 
 

3,09 
 

3,82(1,29) 
 

3,95 
 

0,43 
 

(-0,72;1,59) 
 

0,45 
 

 Transfusão Crônica 
(N=21) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjTREC 2,61(0,4) 2,49 2,54 (0,32) 2,65 -0,01 (-0,2;0,18) 0,91 

β-TREC 1,38(0,82) 
 

1,52 
 

1,39 (0,42) 1,39 0,11 
 

(-0,29;0,52) 
 

0,58 
 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,75(2,14) 
 

3,03 
 

3,82(1,29) 
 

3,95 
 

-0,16 
 

(-1,31;0,99) 
 

0,78 

 Sem tratamento 
(N=15) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjTREC 2,31(0,29) 2,36 2,54 (0,32) 2,65 0,21 (0;0,41) 0,04 

β-TREC 1,03(0,76) 1,1 1,39 (0,42) 1,39 0,32 (-0,12;0,75) 0,14 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,13(2,21) 3,47 3,82(1,29) 3,95 0,79 (-0,45;2,03) 0,20 

 Hidroxiuréia 
(N=20) 

Transfusão Crônica 
(N=21) 

 

sjTREC 2,56 (0,27) 2,51 2,61(0,4) 2,49 -0,02 (-0,2;0,16) 0,85 

β-TREC 1,44 (0,51) 1,57 1,38(0,82) 1,52 0,12 (-0,26;0,5) 0,53 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,29(1,46) 
 

3,09 
 

3,75(2,14) 
 

3,03 
 

-0,59 
 

(-1,67;0,49) 
 

0,27 

 Hidroxiuréia 
(N=20) 

Sem tratamento 
(N=15) 

 

sjTREC 2,56 (0,27) 2,51 2,31(0,29) 2,36 0,20 (0;0,4) 0,04 

β-TREC 1,44 (0,51) 1,57 1,03(0,76) 1,1 0,32 (-0,09;0,74) 0,12 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,29(1,46) 3,09 3,13(2,21) 3,47 0,36 (-0,82;1,54) 0,54 

 
 

Transfusão Crônica 
(N=21) 

Sem tratamento 
(N=15) 

   

sjTREC 2,61(0,4) 2,49 2,31(0,29) 2,36 0,22 (0,02;0,41) 0,03 

β-TREC 1,38(0,82) 1,52 1,03(0,76) 1,1 0,21 (-0,21;0,62) 0,32 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,75(2,14) 
 

3,03 
 

3,13(2,21) 
 

3,47 
 

0,95 
 

(-0,23;2,13) 
 

0,11 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Taxa de divisão celular intratímica das células T foi 

calculada segundo a seguinte fórmula: n = Log(sjTREC/β-TREC)/Log2.As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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Apêndice C – Valres de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p da frequência total (%) de cada 

família Vβ em linfócitos T de sangue periférico nos pacientes com 

anemia falciforme convencionalmente tratados e sem tratamento e no 

grupo controle. 

 

Tabela C.1. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o grupo tratado com hidroxiuréia e o grupo controle.  

 Hidroxiuréia 
 (N=19) 

Grupo Controle  
(N=14) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 2,16(6,93) 0,18 0,76(0,76) 0,51 -0,01 (-0,38;0,36) 0,95 

2 4,88(2,97) 5,16 5,57(4,06) 5,95 -0,02 (-0,38;0,35) 0,93 

3 10,84(6,12) 10,2 6,18(3,43) 6,28 0,49 (0,12;0,86) 0,01 

4 1,25(1,44) 0,78 1,32(1,76) 0,9 -0,08 (-0,45;0,29) 0,67 

5 7,71(3,92) 6,84 7,21(4,36) 7,91 0,09 (-0,28;0,46) 0,63 

6 11,67(5,25) 10,97 12,98(5,1) 12,7 -0,07 (-0,43;0,3) 0,72 

7 2,3(1,79) 1,76 2,73(1,59) 2,84 -0,19 (-0,55;0,18) 0,32 

8 1,09(1,2) 0,63 1(1,05) 0,55 0,00 (-0,37;0,36) 0,99 

9 2,03(2,15) 1,54 1,96(2,04) 1,6 0,01 (-0,36;0,37) 0,98 

10 3,03(2,41) 2,45 2,24(1,17) 1,98 0,15 (-0,22;0,52) 0,43 

11 3,3(2,12) 2,91 2,99(1,83) 2,56 0,07 (-0,3;0,44) 0,70 

12 0,08(0,17) 0 0,31(0,31) 0,31 -0,20 (-0,57;0,17) 0,29 

13 4,44(1,87) 4,54 4,09(1,57) 4,3 0,02 (-0,35;0,38) 0,93 

14 2,37(2,52) 1,37 2,8(2,61) 2,17 -0,15 (-0,52;0,21) 0,41 

15 4,63(3,1) 4,79 4,56(2,49) 5,5 -0,03 (-0,4;0,34) 0,87 

16 5,24(4,22) 3,72 6,95(2,95) 6,53 -0,40 (-0,77;-0,04) 0,03 

17 1,7(1,16) 1,48 1,98(1,35) 1,63 -0,12 (-0,49;0,25) 0,52 

18 3,38(3,97) 2,2 2,42(2,02) 1,75 0,08 (-0,28;0,45) 0,65 

19 0,07(0,1) 0 0,06(0,09) 0 -0,01 (-0,38;0,36) 0,95 

20 2,22(2,72) 1,26 1,91(1,59) 1,48 -0,03 (-0,39;0,34) 0,89 

21 9,11(3,47) 8,44 9,71(3,1) 9,27 -0,10 (-0,47;0,27) 0,60 

22 17,7(8,79) 14,97 17,07(4,64) 18,4 -0,03 (-0,4;0,34) 0,87 

23 1,97(1,1) 1,95 1,5(0,74) 1,27 0,13 (-0,24;0,49) 0,50 

24 2,09(1,27) 1,69 1,71(0,9) 1,67 0,11 (-0,26;0,48) 0,56 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. São mostrados os valores da frequência (%) 

calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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Tabela C.2. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o grupo tratado com transfusão crônica e o grupo controle.  

 Transfusão crônica 
(N=21) 

Grupo Controle  
(N=14) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 0,77(1,64) 0,36 0,76(0,76) 0,51 -0,11 (-0,47;0,24) 0,54 

2 8,79(9,65) 6,78 5,57(4,06) 5,95 0,34 (-0,02;0,7) 0,07 

3 8,84(4,97) 8,12 6,18(3,43) 6,28 0,28 (-0,08;0,64) 0,13 

4 2,43(4,95) 0,87 1,32(1,76) 0,9 0,12 (-0,24;0,48) 0,53 

5 6,73(3,66) 6,69 7,21(4,36) 7,91 -0,09 (-0,45;0,27) 0,63 

6 10,09(5,8) 9,83 12,98(5,1) 12,7 -0,30 (-0,66;0,06) 0,10 

7 2,24(1,59) 2,08 2,73(1,59) 2,84 -0,20 (-0,56;0,16) 0,28 

8 0,97(1,44) 0,21 1(1,05) 0,55 -0,12 (-0,48;0,24) 0,52 

9 1,57(1,08) 1,3 1,96(2,04) 1,6 -0,10 (-0,46;0,26) 0,57 

10 1,87(0,98) 1,98 2,24(1,17) 1,98 -0,15 (-0,51;0,21) 0,41 

11 2,31(1,49) 2,05 2,99(1,83) 2,56 -0,20 (-0,56;0,16) 0,28 

12 0,08(0,12) 0 0,31(0,31) 0,31 -0,20 (-0,57;0,16) 0,27 

13 4,3(2,59) 4,23 4,09(1,57) 4,3 -0,11 (-0,47;0,25) 0,55 

14 2,45(2,55) 1,09 2,8(2,61) 2,17 -0,18 (-0,54;0,18) 0,34 

15 3,98(2,94) 4,66 4,56(2,49) 5,5 -0,19 (-0,55;0,17) 0,31 

16 3,83(2,6) 2,69 6,95(2,95) 6,53 -0,60 (-0,96;-0,24) <0,01 

17 1,67(1,03) 1,49 1,98(1,35) 1,63 -0,13 (-0,49;0,23) 0,48 

18 1,54(1,59) 0,92 2,42(2,02) 1,75 -0,35 (-0,71;0,01) 0,06 

19 0,3(0,88) 0,06 0,06(0,09) 0 0,08 (-0,28;0,44) 0,66 

20 1,58(1,61) 0,96 1,91(1,59) 1,48 -0,15 (-0,51;0,21) 0,40 

21 9,13(3,81) 8,85 9,71(3,1) 9,27 -0,14 (-0,5;0,22) 0,45 

22 20,4(10,09) 18,37 17,07(4,64) 18,4 0,04 (-0,32;0,4) 0,81 

23 2,22(1,19) 1,85 1,5(0,74) 1,27 0,20 (-0,16;0,56) 0,28 

24 1,9(1,31) 1,46 1,71(0,9) 1,67 0,01 (-0,35;0,37) 0,96 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. São mostrados os valores da frequência (%) 

calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05. 
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Tabela C.3. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o grupo sem tratamento e o grupo controle.  

 Sem tratamento 
(N=14) 

Grupo Controle 
(N=14) 

 

 Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 
Diferença 
Estimada 

IC P 

1 0,35(0,42) 0,21 0,76(0,76) 0,51 0,22 (-0,17;0,62) 0,27 

2 6,23(3,96) 6,22 5,57(4,06) 5,95 -0,18 (-0,57;0,21) 0,37 

3 13,45(7,44) 11,82 6,18(3,43) 6,28 -0,74 (-1,14;-0,35) <0,01 

4 0,69(0,57) 0,63 1,32(1,76) 0,9 0,23 (-0,16;0,62) 0,25 

5 8,68(7,12) 7,66 7,21(4,36) 7,91 -0,13 (-0,52;0,27) 0,53 

6 10,84(4,89) 12,55 12,98(5,1) 12,7 0,13 (-0,26;0,53) 0,50 

7 2,11(1,64) 1,84 2,73(1,59) 2,84 0,23 (-0,16;0,63) 0,25 

8 0,37(0,59) 0,02 1(1,05) 0,55 -0,27 (-0,67;0,12) 0,17 

9 1,49(0,87) 1,52 1,96(2,04) 1,6 0,09 (-0,3;0,49) 0,64 

10 1,65(1,16) 1,53 2,24(1,17) 1,98 0,23 (-0,17;0,62) 0,26 

11 2,5(2,01) 1,97 2,99(1,83) 2,56 0,16 (-0,24;0,55) 0,43 

12 0,13(0,21) 0 0,31(0,31) 0,31 0,13 (-0,26;0,53) 0,51 

13 5,04(3,1) 4,63 4,09(1,57) 4,3 -0,08 (-0,48;0,31) 0,69 

14 2,41(2,79) 0,95 2,8(2,61) 2,17 0,13 (-0,26;0,53) 0,51 

15 3,39(3,25) 2,97 4,56(2,49) 5,5 0,36 (-0,04;0,75) 0,07 

16 4,92(5,61) 3,39 6,95(2,95) 6,53 0,50 (0,1;0,89) 0,01 

17 1,76(0,93) 1,75 1,98(1,35) 1,63 0,04 (-0,35;0,43) 0,84 

18 1,85(2,16) 1,3 2,42(2,02) 1,75 0,20 (-0,2;0,59) 0,33 

19 0,06(0,1) 0 0,06(0,09) 0 0,00 (-0,4;0,39) 0,98 

20 1,22(1,06) 1,04 1,91(1,59) 1,48 0,21 (-0,18;0,61) 0,29 

21 10,92(7,68) 8,9 9,71(3,1) 9,27 -0,01 (-0,41;0,38) 0,94 

22 16,33(9,14) 14,72 17,07(4,64) 18,4 0,19 (-0,2;0,59) 0,34 

23 2,24(2,14) 1,47 1,5(0,74) 1,27 -0,17 (-0,56;0,23) 0,41 

24 1,35(0,52) 1,44 1,71(0,9) 1,67 0,11 (-0,29;0,5) 0,60 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. São mostrados os valores da frequência (%) 

calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05. 
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Tabela C.4. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o grupo tratado com hidroxiuréia e o grupo tratado com transfusão 

crônica.  

 Hidroxiuréia 
(N=19) 

Transfusão crônica 
(N=21) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 2,16(6,93) 0,18 0,77(1,64) 0,36 0,10 (-0,23;0,43) 0,54 

2 4,88(2,97) 5,16 8,79(9,65) 6,78 -0,35 (-0,69;-0,02) 0,04 

3 10,84(6,12) 10,2 8,84(4,97) 8,12 0,22 (-0,12;0,55) 0,20 

4 1,25(1,44) 0,78 2,43(4,95) 0,87 -0,20 (-0,53;0,14) 0,25 

5 7,71(3,92) 6,84 6,73(3,66) 6,69 0,18 (-0,15;0,51) 0,29 

6 11,67(5,25) 10,97 10,09(5,8) 9,83 0,23 (-0,1;0,56) 0,17 

7 2,3(1,79) 1,76 2,24(1,59) 2,08 0,01 (-0,32;0,34) 0,94 

8 1,09(1,2) 0,63 0,97(1,44) 0,21 0,12 (-0,21;0,45) 0,49 

9 2,03(2,15) 1,54 1,57(1,08) 1,3 0,11 (-0,22;0,44) 0,52 

10 3,03(2,41) 2,45 1,87(0,98) 1,98 0,30 (-0,03;0,63) 0,08 

11 3,3(2,12) 2,91 2,31(1,49) 2,05 0,27 (-0,06;0,6) 0,11 

12 0,08(0,17) 0 0,08(0,12) 0 0,01 (-0,32;0,34) 0,97 

13 4,44(1,87) 4,54 4,3(2,59) 4,23 0,13 (-0,2;0,46) 0,45 

14 2,37(2,52) 1,37 2,45(2,55) 1,09 0,02 (-0,31;0,35) 0,89 

15 4,63(3,1) 4,79 3,98(2,94) 4,66 0,16 (-0,17;0,49) 0,35 

16 5,24(4,22) 3,72 3,83(2,6) 2,69 0,19 (-0,14;0,52) 0,25 

17 1,7(1,16) 1,48 1,67(1,03) 1,49 0,01 (-0,32;0,34) 0,95 

18 3,38(3,97) 2,2 1,54(1,59) 0,92 0,43 (0,1;0,76) 0,01 

19 0,07(0,1) 0 0,3(0,88) 0,06 -0,09 (-0,42;0,24) 0,59 

20 2,22(2,72) 1,26 1,58(1,61) 0,96 0,13 (-0,2;0,46) 0,45 

21 9,11(3,47) 8,44 9,13(3,81) 8,85 0,04 (-0,29;0,37) 0,81 

22 17,7(8,79) 14,97 20,4(10,09) 18,37 -0,08 (-0,41;0,26) 0,65 

23 1,97(1,1) 1,95 2,22(1,19) 1,85 -0,07 (-0,4;0,26) 0,66 

24 2,09(1,27) 1,69 1,9(1,31) 1,46 0,10 (-0,23;0,43) 0,56 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. São mostrados os valores da frequência (%) 

calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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Tabela C.5. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o grupo tratado com hidroxiuréia e o grupo sem tratamento.  

 Hidroxiuréia 
(N=19) 

Sem tratamento 
(N=14) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 2,16(6,93) 0,18 0,35(0,42) 0,21 0,21 (-0,15;0,58) 0,26 

2 4,88(2,97) 5,16 6,23(3,96) 6,22 -0,20 (-0,56;0,17) 0,30 

3 10,84(6,12) 10,2 13,45(7,44) 11,82 -0,25 (-0,62;0,12) 0,18 

4 1,25(1,44) 0,78 0,69(0,57) 0,63 0,15 (-0,22;0,52) 0,42 

5 7,71(3,92) 6,84 8,68(7,12) 7,66 -0,03 (-0,4;0,33) 0,85 

6 11,67(5,25) 10,97 10,84(4,89) 12,55 0,07 (-0,3;0,44) 0,72 

7 2,3(1,79) 1,76 2,11(1,64) 1,84 0,04 (-0,32;0,41) 0,81 

8 1,09(1,2) 0,63 0,37(0,59) 0,02 0,32 (-0,04;0,69) 0,08 

9 2,03(2,15) 1,54 1,49(0,87) 1,52 0,10 (-0,27;0,47) 0,59 

10 3,03(2,41) 2,45 1,65(1,16) 1,53 0,37 (0,01;0,74) 0,04 

11 3,3(2,12) 2,91 2,5(2,01) 1,97 0,23 (-0,14;0,6) 0,22 

12 0,08(0,17) 0 0,13(0,21) 0 -0,07 (-0,43;0,3) 0,73 

13 4,44(1,87) 4,54 5,04(3,1) 4,63 -0,06 (-0,43;0,3) 0,73 

14 2,37(2,52) 1,37 2,41(2,79) 0,95 -0,02 (-0,39;0,35) 0,91 

15 4,63(3,1) 4,79 3,39(3,25) 2,97 0,33 (-0,04;0,7) 0,08 

16 5,24(4,22) 3,72 4,92(5,61) 3,39 0,09 (-0,28;0,46) 0,62 

17 1,7(1,16) 1,48 1,76(0,93) 1,75 -0,08 (-0,45;0,29) 0,67 

18 3,38(3,97) 2,2 1,85(2,16) 1,3 0,28 (-0,09;0,65) 0,14 

19 0,07(0,1) 0 0,06(0,1) 0 -0,02 (-0,38;0,35) 0,94 

20 2,22(2,72) 1,26 1,22(1,06) 1,04 0,19 (-0,18;0,56) 0,32 

21 9,11(3,47) 8,44 10,92(7,68) 8,9 -0,11 (-0,48;0,25) 0,54 

22 17,7(8,79) 14,97 16,33(9,14) 14,72 0,16 (-0,21;0,53) 0,39 

23 1,97(1,1) 1,95 2,24(2,14) 1,47 -0,04 (-0,41;0,33) 0,83 

24 2,09(1,27) 1,69 1,35(0,52) 1,44 0,21 (-0,15;0,58) 0,25 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. São mostrados os valores da frequência (%) 

calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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Tabela C.6. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o grupo tratado com transfusão crônica e o grupo sem tratamento. 

 Transfusão crônica 
(N=21) 

Sem tratamento 
(N=14) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 0,77(1,64) 0,36 0,35(0,42) 0,21 0,11 (-0,25;0,47) 0,55 

2 8,79(9,65) 6,78 6,23(3,96) 6,22 0,16 (-0,2;0,52) 0,39 

3 8,84(4,97) 8,12 13,45(7,44) 11,82 -0,47 (-0,83;-0,11) 0,01 

4 2,43(4,95) 0,87 0,69(0,57) 0,63 0,35 (-0,01;0,71) 0,06 

5 6,73(3,66) 6,69 8,68(7,12) 7,66 -0,21 (-0,58;0,15) 0,24 

6 10,09(5,8) 9,83 10,84(4,89) 12,55 -0,17 (-0,53;0,2) 0,37 

7 2,24(1,59) 2,08 2,11(1,64) 1,84 0,03 (-0,33;0,39) 0,86 

8 0,97(1,44) 0,21 0,37(0,59) 0,02 0,21 (-0,15;0,57) 0,26 

9 1,57(1,08) 1,3 1,49(0,87) 1,52 -0,01 (-0,37;0,35) 0,96 

10 1,87(0,98) 1,98 1,65(1,16) 1,53 0,07 (-0,29;0,43) 0,69 

11 2,31(1,49) 2,05 2,5(2,01) 1,97 -0,04 (-0,4;0,32) 0,82 

12 0,08(0,12) 0 0,13(0,21) 0 -0,07 (-0,43;0,29) 0,69 

13 4,3(2,59) 4,23 5,04(3,1) 4,63 -0,19 (-0,55;0,17) 0,30 

14 2,45(2,55) 1,09 2,41(2,79) 0,95 -0,04 (-0,41;0,32) 0,81 

15 3,98(2,94) 4,66 3,39(3,25) 2,97 0,17 (-0,19;0,53) 0,35 

16 3,83(2,6) 2,69 4,92(5,61) 3,39 -0,10 (-0,46;0,26) 0,59 

17 1,67(1,03) 1,49 1,76(0,93) 1,75 -0,09 (-0,45;0,27) 0,63 

18 1,54(1,59) 0,92 1,85(2,16) 1,3 -0,15 (-0,51;0,21) 0,41 

19 0,3(0,88) 0,06 0,06(0,1) 0 0,08 (-0,28;0,44) 0,68 

20 1,58(1,61) 0,96 1,22(1,06) 1,04 0,06 (-0,3;0,42) 0,74 

21 9,13(3,81) 8,85 10,92(7,68) 8,9 -0,15 (-0,51;0,21) 0,41 

22 20,4(10,09) 18,37 16,33(9,14) 14,72 0,24 (-0,12;0,6) 0,20 

23 2,22(1,19) 1,85 2,24(2,14) 1,47 0,03 (-0,33;0,39) 0,85 

24 1,9(1,31) 1,46 1,35(0,52) 1,44 0,12 (-0,25;0,48) 0,53 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. São mostrados os valores da frequência (%) 

calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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Apêndice D – Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p da quantificação das moléculas 

de KREC e Cj e razão Cj/KREC (taxa de divisão celular periférica) 

nos pacientes com anemia falciforme convencionalmente tratados e 

sem tratamento e no grupo controle.  

 

Tabela D.1. Valores e média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas nas comparações 

entre todos os grupos e com o grupo controle.  

 Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 
Diferença 
Estimada 

IC P 

 Hidroxiuréia 
(N=20) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjKREC 3,27(0,37) 3,34 2,79(0,39) 2,82 -10,44 (-18,1;-2,8) <0,01 

Cj 4,04(0,18) 4,04 3,94(0,2) 4 -4,78 (-13,5;3,9) 0,27 

Cj/ 
sjKREC 

2,53(0,98) 
 

2,18 
 

3,82(1,4) 
 

3,6 
 

1,29 
 

(0,53;2,05) 
 

<0,01 

 Transfusão Crônica 
(N=21) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjKREC 3,47(0,7) 3,67 2,79(0,39) 2,82 -18,82 (-26,5;-11,2) <0,01 

Cj 4,06(0,65) 4,23 3,94(0,2) 4 -10,44 (-19,1;-1,7) 0,01 

Cj/ 
sjKREC 

1,94(1,04) 
 

1,6 
 

3,82(1,4) 
 

3,6 
 

1,9 
 

(1,14;2,66) 
 

<0,01 

 Sem tratamento 
(N=15) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjKREC 3,19(0,43) 3,12 2,79(0,39) 2,82 -9,86 (-18,1;-1,7) 0,01 

Cj 4,02(0,26) 3,99 3,94(0,2) 4 -6,10 (-15,4;3,2) 0,19 

Cj/ 
sjKREC 

2,74(1,11) 
 

3,11 
 

3,82(1,4) 
 

3,6 
 

1,07 
 

(0,25;1,89) 
 

0,01 

 Hidroxiuréia 
(N=20) 

Transfusão Crônica 
(N=21) 

 

sjKREC 3,27(0,37) 3,34 3,47(0,7) 3,67 -8,39 (-15,5;-1,2) 0,02 

Cj 4,04(0,18) 4,04 4,06(0,65) 4,23 -5,66 (-13,8;2,5) 0,16 

Cj/ 
sjKREC 

2,53(0,98) 2,18 
 

1,94(1,04) 
 

1,6 
 

0,61 (-0,1;1,32) 0,09 

 Hidroxiuréia 
(N=20) 

Sem tratamento 
(N=15) 

 

sjKREC 3,27(0,37) 3,34 3,19(0,43) 3,12 0,58 (-7,3;8,4) 0,88 

Cj 4,04(0,18) 4,04 4,02(0,26) 3,99 -1,32 (-10,2;7,6) 0,76 

Cj/ 
sjKREC 

2,53(0,98) 
 

2,18 
 

2,74(1,11) 
 

3,11 
 

-0,22 
 

(-1;0,56) 
 

0,57 

 
 

Transfusão Crônica 
(N=21) 

Sem tratamento 
(N=15) 

   

sjKREC 3,47(0,7) 3,67 3,19(0,43) 3,12 8,96 (1,1;16,8) 0,02 

Cj 4,06(0,65) 4,23 4,02(0,26) 3,99 4,34 (-4,6;13,3) 0,33 

Cj/ 
sjKREC 

1,94(1,04) 1,6 2,74(1,11) 3,11 -0,83 (-1,6;-0,05) 
 

0,03 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Taxa de divisão celular periférica das células B foi 

calculada segundo a seguinte fórmula: n = Log(Cj/sjKREC)/Log2. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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Apêndice E – Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p da quantificação das moléculas 

de KREC e Cj e razão Cj/KREC (taxa de divisão celular periférica) 

nos pacientes com anemia falciforme tratados com transfusão crônica 

(aloimunizados e não aloimunizados) e no grupo controle. 

 

Tabela E.1. Valores e média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas nas comparações 

entre o grupo aloimunizado e não aloimunizado e com o grupo controle.  

 Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 
Diferença 
Estimada 

IC P 

 Aloimunizado 
(N=7) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjKREC 3,02(1,06) 3,27 2,79(0,39) 2,82 -9,41 (-19,2;0,4) 0,06 

Cj 3,78(1,1) 4,13 3,94(0,2) 4 -1,93 (-13,8;9,9) 0,74 

Cj/ 
sjKREC 

2,52(1,29) 
 

2,47 3,82(1,4) 
 

3,6 
 

1,26 (0,15;2,3) 0,02 

 Não Aloimunizado 
(N=13) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjKREC 3,7(0,24) 3,72 2,79(0,39) 2,82 -23,1 (-31,0;-15,1) <0,01 

Cj 4,19(0,2) 4,24 3,94(0,2) 4 -13,2 (-22,8;-3,71) <0,01 

Cj/ 
sjKREC 

1,64(0,78) 1,57 
 

3,82(1,4) 
 

3,6 
 

2,15 (1,26;3,05) <0,01 

 Aloimunizado 
(N=7) 

Não Aloimunizado 
(N=13) 

 

sjKREC 3,02(1,06) 3,27 3,7(0,24) 3,72 -13,6 (-23,6;-3,7) <0,01 

Cj 3,78(1,1) 4,13 4,19(0,2) 4,24 -11,3 (-23,3;0,6) 0,06 

Cj/ 
sjKREC 

2,52(1,29) 
 

2,47 1,64(0,78) 1,57 
 

0,89 (-0,24;2,02) 0,11 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Taxa de divisão celular intratímica das células T foi 

calculada segundo a seguinte fórmula: n = Log(sjTREC/β-TREC)/Log2. As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Apêndices  |  139 

Apêndice F – Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p da frequência total (%) de cada 

família Vβ em linfócitos T de sangue periférico nos pacientes com 

anemia falciforme tratados com transfusão crônica (aloimunizados e 

não aloimunizados) e no grupo controle. 

 

Tabela F.1. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na comparação 

entre o grupo aloimunizado e o grupo controle.  

 
Aloimunizado 

(N=7) 
Grupo Controle 

(N=14) 
 

 Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 
Diferença 
Estimada 

IC P 

1 0,52(0,48) 0,48 0,76(0,76) 0,51 -0,12 (-0,59;0,35) 0,62 

2 9,52(4,4) 11,07 5,57(4,06) 5,95 0,60 (0,13;1,07) 0,01 

3 9,25(6,72) 8,12 6,18(3,43) 6,28 0,31 (-0,16;0,78) 0,20 

4 1,3(1,36) 0,79 1,32(1,76) 0,9 -0,01 (-0,48;0,46) 0,97 

5 5,93(3,86) 6,43 7,21(4,36) 7,91 -0,22 (-0,69;0,25) 0,36 

6 8,26(4,82) 8,91 12,98(5,1) 12,7 -0,44 (-0,91;0,03) 0,06 

7 1,65(1,35) 1,87 2,73(1,59) 2,84 -0,40 (-0,87;0,07) 0,10 

8 0,87(1,65) 0,07 1(1,05) 0,55 -0,19 (-0,66;0,28) 0,43 

9 1,79(1,06) 1,97 1,96(2,04) 1,6 0,00 (-0,47;0,47) 0,99 

10 2,06(1,16) 1,98 2,24(1,17) 1,98 -0,07 (-0,54;0,4) 0,77 

11 2,63(1,3) 2,35 2,99(1,83) 2,56 -0,06 (-0,53;0,41) 0,80 

12 0,03(0,04) 0 0,31(0,31) 0,31 -0,23 (-0,7;0,24) 0,34 

13 2,79(3,04) 1,66 4,09(1,57) 4,3 -0,58 (-1,05;-0,1) 0,02 

14 1,34(2,03) 0,13 2,8(2,61) 2,17 -0,52 (-0,99;-0,05) 0,03 

15 3,48(3,43) 1,32 4,56(2,49) 5,5 -0,35 (-0,82;0,12) 0,14 

16 3,13(2,67) 2,69 6,95(2,95) 6,53 -0,78 (-1,25;-0,31) <0,01 

17 2,13(1,03) 1,73 1,98(1,35) 1,63 0,07 (-0,4;0,54) 0,76 

18 2,3(2,17) 1,72 2,42(2,02) 1,75 -0,11 (-0,58;0,36) 0,64 

19 0,69(1,51) 0,06 0,06(0,09) 0 0,25 (-0,22;0,73) 0,29 

20 1,56(1,42) 0,96 1,91(1,59) 1,48 -0,11 (-0,58;0,36) 0,64 

21 8,94(4,48) 8,74 9,71(3,1) 9,27 -0,14 (-0,61;0,33) 0,56 

22 24,76(12,12) 19,61 17,07(4,64) 18,4 0,29 (-0,18;0,76) 0,23 

23 2,95(1,15) 2,99 1,5(0,74) 1,27 0,45 (-0,02;0,92) 0,06 

24 2,09(1,28) 2,27 1,71(0,9) 1,67 0,09 (-0,38;0,56) 0,71 
DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. São mostrados os valores da frequência (%) 

calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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Tabela F.2. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na comparação 

entre o grupo não aloimunizado e o grupo controle.  

 Não Aloimunizado 
(N=13) 

Grupo Controle 
(N=14) 

 

 Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana Diferença 
Estimada 

IC P 

1 0,88(2,08) 0,25 0,76(0,76) 0,51 0,11 (-0,28;0,5) 0,59 

2 5,57(4,68) 5,1 5,57(4,06) 5,95 -0,09 (-0,48;0,31) 0,67 

3 9,3(3,42) 8,19 6,18(3,43) 6,28 -0,45 (-0,84;-0,06) 0,02 

4 3,16(6,19) 0,88 1,32(1,76) 0,9 -0,23 (-0,62;0,16) 0,25 

5 7,6(3,32) 6,77 7,21(4,36) 7,91 -0,1 (-0,49;0,29) 0,61 

6 9,84(4,58) 10,43 12,98(5,1) 12,7 0,28 (-0,12;0,67) 0,17 

7 2,23(1,24) 2,08 2,73(1,59) 2,84 0,14 (-0,26;0,53) 0,5 

8 1,09(1,41) 0,52 1(1,05) 0,55 0,02 (-0,38;0,41) 0,94 

9 1,51(1,15) 1,16 1,96(2,04) 1,6 0,11 (-0,28;0,5) 0,58 

10 1,83(0,9) 2,05 2,24(1,17) 1,98 0,14 (-0,25;0,53) 0,49 

11 2,16(1,66) 1,81 2,99(1,83) 2,56 0,24 (-0,15;0,64) 0,22 

12 0,11(0,15) 0 0,31(0,31) 0,31 0,16 (-0,23;0,55) 0,43 

13 5,17(2,09) 4,92 4,09(1,57) 4,3 -0,17 (-0,56;0,23) 0,4 

14 3,23(2,63) 3,43 2,8(2,61) 2,17 -0,11 (-0,5;0,28) 0,59 

15 4,46(2,74) 4,67 4,56(2,49) 5,5 0,02 (-0,37;0,41) 0,91 

16 4,33(2,63) 3,6 6,95(2,95) 6,53 0,45 (0,06;0,84) 0,03 

17 1,48(1,01) 1,38 1,98(1,35) 1,63 0,18 (-0,21;0,58) 0,35 

18 1,25(1,1) 0,92 2,42(2,02) 1,75 0,39 (-0,01;0,78) 0,05 

19 0,08(0,1) 0,06 0,06(0,09) 0 -0,01 (-0,4;0,38) 0,97 

20 1,69(1,78) 1,5 1,91(1,59) 1,48 0,11 (-0,29;0,5) 0,6 

21 9,65(3,38) 9,21 9,71(3,1) 9,27 0,06 (-0,34;0,45) 0,78 

22 19,55(7,28) 16,4 17,07(4,64) 18,4 -0,11 (-0,5;0,28) 0,57 

23 1,93(1,06) 1,8 1,5(0,74) 1,27 -0,13 (-0,52;0,26) 0,51 

24 1,88(1,38) 1,32 1,71(0,9) 1,67 -0,02 (-0,41;0,37) 0,91 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. São mostrados os valores da frequência (%) 

calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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Tabela F.3. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na comparação 

entre o grupo aloimunizado e o grupo não aloimunizado. 

 Aloimunizado 
(N=7) 

Não Aloimunizado 
(N=13) 

 

 Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana Diferença 
Estimada 

IC P 

1 0,52(0,48) 0,48 0,88(2,08) 0,25 -0,01 (-0,49;0,47) 0,97 

2 9,52(4,4) 11,07 5,57(4,68) 5,1 0,51 (0,04;0,99) 0,03 

3 9,25(6,72) 8,12 9,3(3,42) 8,19 -0,14 (-0,62;0,34) 0,56 

4 1,3(1,36) 0,79 3,16(6,19) 0,88 -0,24 (-0,72;0,24) 0,33 

5 5,93(3,86) 6,43 7,6(3,32) 6,77 -0,32 (-0,8;0,15) 0,18 

6 8,26(4,82) 8,91 9,84(4,58) 10,43 -0,17 (-0,65;0,31) 0,49 

7 1,65(1,35) 1,87 2,23(1,24) 2,08 -0,26 (-0,74;0,21) 0,28 

8 0,87(1,65) 0,07 1,09(1,41) 0,52 -0,17 (-0,65;0,3) 0,48 

9 1,79(1,06) 1,97 1,51(1,15) 1,16 0,11 (-0,37;0,58) 0,66 

10 2,06(1,16) 1,98 1,83(0,9) 2,05 0,07 (-0,41;0,55) 0,78 

11 2,63(1,3) 2,35 2,16(1,66) 1,81 0,18 (-0,29;0,66) 0,45 

12 0,03(0,04) 0 0,11(0,15) 0 -0,07 (-0,55;0,41) 0,77 

13 2,79(3,04) 1,66 5,17(2,09) 4,92 -0,74 (-1,22;-0,27) <0,01 

14 1,34(2,03) 0,13 3,23(2,63) 3,43 -0,63 (-1,1;-0,15) 0,01 

15 3,48(3,43) 1,32 4,46(2,74) 4,67 -0,33 (-0,81;0,15) 0,17 

16 3,13(2,67) 2,69 4,33(2,63) 3,6 -0,33 (-0,81;0,14) 0,17 

17 2,13(1,03) 1,73 1,48(1,01) 1,38 0,26 (-0,22;0,73) 0,29 

18 2,3(2,17) 1,72 1,25(1,1) 0,92 0,27 (-0,21;0,75) 0,26 

19 0,69(1,51) 0,06 0,08(0,1) 0,06 0,25 (-0,23;0,72) 0,31 

20 1,56(1,42) 0,96 1,69(1,78) 1,5 -0,01 (-0,48;0,47) 0,98 

21 8,94(4,48) 8,74 9,65(3,38) 9,21 -0,08 (-0,56;0,4) 0,74 

22 24,76(12,12) 19,61 19,55(7,28) 16,4 0,18 (-0,3;0,65) 0,47 

23 2,95(1,15) 2,99 1,93(1,06) 1,8 0,31 (-0,16;0,79) 0,20 

24 2,09(1,28) 2,27 1,88(1,38) 1,32 0,07 (-0,41;0,54) 0,78 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. São mostrados os valores da frequência (%) 

calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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Apêndice G – Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p da quantificação das moléculas 

de TREC e β-TREC e razão TREC/β-TREC (taxa de divisão celular 

intratímica) nos pacientes com doença falciforme tratados com 

transplante alogênico de células tronco hematopoéticas e no grupo 

controle.  

 

Tabela G.1. Valores e média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas nas comparações 

entre o período pré-transplante e os períodos pós-transplante. 

 Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 
Diferença 
Estimada 

IC P 

 Pré-Mob 
(N=18) 

1 mês 
(N=19) 

 

sjTREC 2,65(0,29) 2,6 2,10(0,58) 2,14 0,56 (0,33;0,78) <0,01 

β-TREC 1,27(0,84) 1,56 0,7(0,85) 0,44 0,61 (0,16;1,06) <0,01 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,73(2,44) 3,3 
 

3,09(3,58) 2,81 0,64 (-1,08;2,36) 0,45 

 Pré-Mob 
(N=18) 

3 meses 
(N=19) 

 

sjTREC 2,65(0,29) 2,6 1,97(0,66) 2,22 0,67 (0,44;0,9) <0,01 

β-TREC 1,27(0,84 1,56 0,92(0,93) 1,06 0,4 (-0,06;0,85) 0,08 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,73(2,44) 
 

3,3 
 

2,77(3,11) 
 

2,23 
 

0,96 
 

(-0,76;2,68) 
 

0,27 

 Pré-Mob 
(N=18) 

6 meses 
(N=18) 

 

sjTREC 2,65(0,29) 2,6 2,26(0,53) 2,23 0,38 (0,15;0,61) <0,01 

β-TREC 1,27(0,84 1,56 0,8(1,06) 1,02 0,49 (0,03;0,95) 0,03 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,73(2,44) 
 

3,3 
 

3,54(3,31) 
 

2,99 
 

0,21 
 

(-1,54;1,96) 
 

0,81 

 Pré-Mob 
(N=18) 

1 ano 
(N=16) 

 

sjTREC 2,65(0,29) 2,6 2,71(0,55) 2,93 -0,03 (-0,27;0,21) 0,79 

β-TREC 1,27(0,84 1,56 1,65(0,88) 1,67 -0,3 (-0,78;0,18) 0,21 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,73(2,44) 
 

3,3 
 

2,89(2,16) 
 

3,01 
 

0,92 
 

(-0,89;2,73) 
 

0,31 

 Pré-Mob 
(N=18) 

2 anos 
(N=12) 

 

sjTREC 2,65(0,29) 2,6 2,63(0,3) 2,66 -0,13 (-0,4;0,13) 0,32 

β-TREC 1,27(0,84) 1,56 1,32(0,85) 1,71 -0,18 (-0,71;0,34) 0,48 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,73(2,44) 
 

3,3 
 

3,05(2,11) 
 

3 
 

0,69 
 

(-1,28;2,67) 
 

0,48 

 
 

Pré-Mob 
(N=18) 

>2 anos 
(N=14) 

   

sjTREC 2,65(0,29) 2,6 2,69(0,19) 2,71 -0,18 (-0,52;0,17) 0,30 

β-TREC 1,27(0,84) 1,56 1,44(0,56) 1,26 -0,35 (-1;0,31) 0,30 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,73(2,44) 
 

3,3 
 

3,72(1,68) 
 

3,91 
 

0,08 
 

(-2,3;2,46) 
 

0,94 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança; Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). Taxa de 

divisão celular intratímica das células T foi calculada segundo a seguinte fórmula: n = Log(sjTREC/β-

TREC)/Log2. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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Tabela G.2. Valores e média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas nas comparações 

entre o período pré-transplante e os períodos pós-transplante com o grupo controle. 

 Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 
Diferença 
Estimada 

IC P 

 Pré-Mob 
(N=18) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjTREC 2,65(0,29) 2,6 2,54 (0,32) 2,65 -0,02 (-0,31;0,26) 0,87 

β-TREC 1,27(0,84) 1,56 1,39 (0,42) 1,39 -0,25 (-0,79;0,28) 0,34 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,73(2,44) 
 

3,3 
 

3,82(1,29) 
 

3,95 
 

-0,15 
 

(-2,01;1,71) 
 

0,87 

 1 mês 
(N=19) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjTREC 2,1(0,58) 2,14 2,54 (0,32) 2,65 -0,58 (-0,86;-0,3) <0,01 

β-TREC 0,7(0,85) 0,44 1,39 (0,42) 1,39 -0,87 (-1,4;-0,34) <0,01 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,09(3,58) 2,81 3,82(1,29) 
 

3,95 
 

-0,8 (-2,64;1,05) 
 

0,39 

 3 meses 
(N=19) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjTREC 1,97(0,66) 2,22 2,54 (0,32) 2,65 -0,69 (-0,98;-0,41) <0,01 

β-TREC 0,92(0,93) 1,06 1,39 (0,42) 1,39 -0,65 (-1,18;-0,12) <0,01 

sjTREC/ 
β-TREC 

2,77(3,11) 
 

2,23 
 

3,82(1,29) 
 

3,95 
 

-1,11 
 

(-2,96;0,74) 
 

0,23 

 6 meses 
(N=18) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjTREC 2,26(0,53) 2,23 2,54 (0,32) 2,65 -0,4 (-0,69;-0,12) <0,01 

β-TREC 0,8(1,06) 1,02 1,39 (0,42) 1,39 -0,75 (-1,28;-0,21) <0,01 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,54(3,31) 
 

2,99 
 

3,82(1,29) 
 

3,95 
 

-0,36 
 

(-2,23;1,5) 0,69 

 1 ano 
(N=16) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjTREC 2,71(0,55) 2,93 2,54 (0,32) 2,65 0,01 (-0,29;0,3) 0,95 

β-TREC 1,65(0,88) 1,67 1,39 (0,42) 1,39 0,05 (-0,5;0,6) 0,85 

sjTREC/ 
β-TREC 

2,89(2,16) 
 

3,01 
 

3,82(1,29) 
 

3,95 
 

-1,07 
 

(-3,01;0,87) 
 

0,27 

 
 

2 anos 
(N=12) 

Grupo Controle 
(N=16) 

   

sjTREC 2,63(0,3) 2,66 2,54 (0,32) 2,65 0,11 (-0,2;0,42) 0,47 

β-TREC 1,32(0,85) 1,71 1,39 (0,42) 1,39 -0,07 (-0,65;0,52) 0,81 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,05(2,11) 
 

3 
 

3,82(1,29) 
 

3,95 
 

-0,85 
 

(-2,9;1,21) 
 

0,41 

 
 

>2 anos 
(N=14) 

Grupo Controle 
(N=16) 

   

sjTREC 2,69(0,19) 2,71 2,54 (0,32) 2,65 0,15 (-0,21;0,52) 0,40 

β-TREC 1,44(0,56) 1,26 1,39 (0,42) 1,39 0,09 (-0,6;0,78) 0,79 

sjTREC/ 
β-TREC 

3,72(1,68) 
 

3,91 
 

3,82(1,29) 
 

3,95 
 

-0,23 
 

(-2,67;2,21) 
 

0,84 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança; Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). Taxa de 

divisão celular intratímica das células T foi calculada segundo a seguinte fórmula: n = Log(sjTREC/β-

TREC)/Log2. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.  
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Apêndice H – Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p da frequência total (%) de cada 

família Vβ em linfócitos T de sangue periférico nos pacientes com 

doença falciforme tratados com transplante alogênico de células 

tronco hematopoéticas entre o período pré-transplante e os períodos 

pós-transplante. 

Tabela H.1. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o período pré-transplante e o período D+30 (1 mês pós-

transplante). 

 Pré-Mob 
(N=18) 

1 mês 
(N=19) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 2,58(7,23) 0,1 0,34(0,76) 0 0,35 (-0,04;0,74) 0,08 

2 2,77(2,88) 2,14 1,67(2,17) 0,86 0,31 (-0,08;0,7) 0,12 

3 9,3(6,63) 6,58 9,36(5,96) 7,53 -0,04 (-0,43;0,35) 0,85 

4 1,44(1,64) 0,81 1,62(3,04) 0,55 0,08 (-0,31;0,47) 0,70 

5 8,29(4,23) 6,78 6,55(3,98) 6,32 0,27 (-0,12;0,66) 0,17 

6 11,93(3,56) 11,1 11,55(8,57) 10,94 0,21 (-0,18;0,6) 0,29 

7 2,39(1,93) 1,9 2,93(2,9) 2,02 -0,06 (-0,45;0,33) 0,77 

8 1,09(1,46) 0,07 0,71(1,26) 0 0,17 (-0,22;0,56) 0,40 

9 2,79(2,47) 2,51 3,21(2,3) 2,69 -0,15 (-0,54;0,24) 0,44 

10 3,17(1,87) 3,06 4,1(2,95) 3,86 -0,11 (-0,5;0,28) 0,57 

11 3,57(2,51) 2,98 4,2(2,15) 4,03 -0,17 (-0,56;0,22) 0,39 

12 0,08(0,17) 0 0,1(0,22) 0 -0,03 (-0,41;0,36) 0,90 

13 3,57(2,84) 4,47 2,71(3,33) 0,24 0,34 (-0,05;0,73) 0,09 

14 2,24(2,04) 1,18 2,07(2,64) 0,65 0,15 (-0,24;0,54) 0,46 

15 4,67(3,05) 5,08 4,16(3,11) 4,3 0,11 (-0,28;0,5) 0,59 

16 4,44(2,95) 3,66 4,24(2,17) 4,56 -0,02 (-0,41;0,37) 0,93 

17 2,63(1,55) 2,27 3,28(2,12) 3,27 -0,13 (-0,52;0,26) 0,51 

18 3,45(4,48) 1,99 1,9(2,84) 0,43 0,31 (-0,08;0,7) 0,11 

19 0,09(0,1) 0,07 0,2(0,53) 0 -0,06 (-0,44;0,33) 0,78 

20 1,43(2,75) 0,36 1,53(2,6) 0,06 -0,02 (-0,41;0,37) 0,91 

21 9,43(3,72) 8,75 8,4(4,33) 7,93 0,14 (-0,25;0,53) 0,47 

22 17,68(8,06) 18,32 16,48(9,34) 13,83 0,07 (-0,32;0,45) 0,74 

23 2,62(1,64) 2,23 3,39(2,21) 2,69 -0,17 (-0,56;0,22) 0,40 

24 2,9(1,92) 2,74 5,52(8,42) 3,69 -0,29 (-0,67;0,1) 0,15 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  
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Tabela H.2. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o período pré-transplante e o período D+90 (3 meses pós-

transplante). 

 Pré-Mob 
(N=18) 

3 meses 
(N=18) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 2,58(7,23) 0,1 0,42(0,98) 0 0,33 (-0,07;0,72) 0,10 

2 2,77(2,88) 2,14 2,51(3,83) 0,68 0,22 (-0,18;0,61) 0,28 

3 9,3(6,63) 6,58 8,06(6,17) 6,87 0,15 (-0,24;0,55) 0,45 

4 1,44(1,64) 0,81 2,72(5,01) 0,47 -0,06 (-0,45;0,34) 0,77 

5 8,29(4,23) 6,78 6,12(2,28) 6,62 0,24 (-0,15;0,64) 0,22 

6 11,93(3,56) 11,1 13(9,52) 11,6 0,1 (-0,29;0,49) 0,62 

7 2,39(1,93) 1,9 1,11(1,09) 0,84 0,42 (0,03;0,82) 0,04 

8 1,09(1,46) 0,07 0,74(1,19) 0 0,14 (-0,25;0,54) 0,47 

9 2,79(2,47) 2,51 3,34(2,61) 2,64 -0,14 (-0,53;0,26) 0,50 

10 3,17(1,87) 3,06 4,45(3,59) 3,32 -0,15 (-0,55;0,24) 0,45 

11 3,57(2,51) 2,98 3,96(2,73) 3,25 -0,05 (-0,45;0,34) 0,79 

12 0,08(0,17) 0 0,04(0,11) 0 0,03 (-0,37;0,42) 0,90 

13 3,57(2,84) 4,47 2,7(3,77) 1,71 0,29 (-0,1;0,69) 0,15 

14 2,24(2,04) 1,18 0,56(0,7) 0,38 0,6 (0,21;1) <0,01 

15 4,67(3,05) 5,08 5,65(5,99) 4,81 0,02 (-0,37;0,42) 0,91 

16 4,44(2,95) 3,66 5,83(3,98) 5,54 -0,2 (-0,59;0,2) 0,33 

17 2,63(1,55) 2,27 3,55(2,58) 3,32 -0,14 (-0,53;0,26) 0,50 

18 3,45(4,48) 1,99 0,76(1,74) 0 0,69 (0,29;1,08) <0,01 

19 0,09(0,1) 0,07 0,04(0,07) 0 0,04 (-0,36;0,43) 0,85 

20 1,43(2,75) 0,36 0,81(1,17) 0,05 0,13 (-0,27;0,52) 0,53 

21 9,43(3,72) 8,75 8,03(4,75) 7,82 0,24 (-0,15;0,64) 0,23 

22 17,68(8,06) 18,32 17,51(15,02) 12,88 0,18 (-0,22;0,57) 0,38 

23 2,62(1,64) 2,23 3,98(2,7) 3,41 -0,26 (-0,66;0,13) 0,19 

24 2,9(1,92) 2,74 4,08(2,72) 3,3 -0,22 (-0,62;0,17) 0,27 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  
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Tabela H.3. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o período pré-transplante e o período D+180 (6 meses pós-

transplante). 

 Pré-Mob 
(N=18) 

6 meses 
(N=16) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 2,58(7,23) 0,1 1,49(2,48) 0,42 -0,05 (-0,46;0,35) 0,79 

2 2,77(2,88) 2,14 2,77(2,55) 2,07 -0,03 (-0,44;0,38) 0,88 

3 9,3(6,63) 6,58 6,43(3,33) 6,25 0,29 (-0,12;0,7) 0,16 

4 1,44(1,64) 0,81 1,05(1,65) 0,28 0,18 (-0,23;0,59) 0,38 

5 8,29(4,23) 6,78 5,96(4,28) 5,1 0,33 (-0,08;0,74) 0,11 

6 11,93(3,56) 11,1 13,86(9,4) 13,16 -0,01 (-0,41;0,4) 0,97 

7 2,39(1,93) 1,9 1,43(1,31) 1,33 0,29 (-0,11;0,7) 0,16 

8 1,09(1,46) 0,07 0,64(1,04) 0 0,16 (-0,24;0,57) 0,43 

9 2,79(2,47) 2,51 2,47(2,34) 1,41 0,08 (-0,33;0,48) 0,72 

10 3,17(1,87) 3,06 2,61(1,71) 2,42 0,14 (-0,27;0,54) 0,51 

11 3,57(2,51) 2,98 3,95(2,93) 4,05 -0,06 (-0,47;0,34) 0,76 

12 0,08(0,17) 0 0,18(0,33) 0 -0,08 (-0,49;0,32) 0,69 

13 3,57(2,84) 4,47 2,89(2,87) 3,49 0,18 (-0,23;0,58) 0,39 

14 2,24(2,04) 1,18 1,28(1,42) 0,66 0,28 (-0,12;0,69) 0,17 

15 4,67(3,05) 5,08 3,8(2,06) 3,59 0,06 (-0,34;0,47) 0,76 

16 4,44(2,95) 3,66 3,84(3,14) 3,72 0,17 (-0,23;0,58) 0,40 

17 2,63(1,55) 2,27 2,76(1,76) 2,67 -0,03 (-0,43;0,38) 0,90 

18 3,45(4,48) 1,99 2,9(4,92) 0,51 0,15 (-0,26;0,56) 0,47 

19 0,09(0,1) 0,07 0,11(0,26) 0 -0,01 (-0,42;0,39) 0,94 

20 1,43(2,75) 0,36 3,37(8,68) 0,56 -0,23 (-0,64;0,17) 0,26 

21 9,43(3,72) 8,75 7,44(2,62) 7,51 0,19 (-0,21;0,6) 0,35 

22 17,68(8,06) 18,32 20,81(15,26) 15,24 -0,1 (-0,51;0,3) 0,62 

23 2,62(1,64) 2,23 2,28(1,67) 1,73 0,09 (-0,31;0,5) 0,65 

24 2,9(1,92) 2,74 5,67(9,05) 4,56 -0,3 (-0,7;0,11) 0,15 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  

 

 

 

 



Apêndices  |  147 

Tabela H.4. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o período pré-transplante e o período D+360 (1 ano pós-

transplante). 

 Pré-Mob 
(N=18) 

1 ano 
(N=15) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 2,58(7,23) 0,1 0,67(1,74) 0 0,24 (-0,17;0,66) 0,25 

2 2,77(2,88) 2,14 2,72(3,03) 1,55 -0,01 (-0,42;0,41) 0,97 

3 9,3(6,63) 6,58 9,34(7,45) 7,45 0,04 (-0,38;0,45) 0,87 

4 1,44(1,64) 0,81 2,66(5,01) 1,17 -0,18 (-0,59;0,23) 0,40 

5 8,29(4,23) 6,78 4,97(3,05) 5,05 0,49 (0,08;0,9) 0,02 

6 11,93(3,56) 11,1 11,52(7,77) 8,44 0,11 (-0,3;0,53) 0,59 

7 2,39(1,93) 1,9 1,93(2,13) 1,24 0,19 (-0,22;0,61) 0,36 

8 1,09(1,46) 0,07 1,59(1,68) 1,34 -0,21 (-0,62;0,21) 0,33 

9 2,79(2,47) 2,51 1,71(2) 0,75 0,32 (-0,09;0,74) 0,12 

10 3,17(1,87) 3,06 3,65(2,32) 3,59 -0,08 (-0,5;0,33) 0,69 

11 3,57(2,51) 2,98 3,8(2,18) 4,49 -0,06 (-0,47;0,35) 0,78 

12 0,08(0,17) 0 0,13(0,25) 0 -0,06 (-0,47;0,36) 0,79 

13 3,57(2,84) 4,47 2,94(2,68) 3,61 0,13 (-0,28;0,55) 0,53 

14 2,24(2,04) 1,18 1,68(1,43) 1,28 0,12 (-0,29;0,53) 0,57 

15 4,67(3,05) 5,08 3,75(2,82) 3,66 0,2 (-0,22;0,61) 0,35 

16 4,44(2,95) 3,66 7,95(4,95) 7,81 -0,47 (-0,89;-0,06) 0,03 

17 2,63(1,55) 2,27 2,43(1,73) 2,02 0,07 (-0,34;0,49) 0,72 

18 3,45(4,48) 1,99 3,19(3,6) 1,96 -0,04 (-0,46;0,37) 0,84 

19 0,09(0,1) 0,07 0,07(0,09) 0,07 0 (-0,41;0,41) 1,00 

20 1,43(2,75) 0,36 1,78(2,34) 0,51 -0,18 (-0,6;0,23) 0,38 

21 9,43(3,72) 8,75 8,55(2,98) 8,29 0,06 (-0,36;0,47) 0,78 

22 17,68(8,06) 18,32 17,64(9,95) 14,96 -0,03 (-0,45;0,38) 0,87 

23 2,62(1,64) 2,23 2,98(1,85) 2,98 0,2 (-0,21;0,62) 0,33 

24 2,9(1,92) 2,74 2,33(2,06) 1,53 0,24 (-0,17;0,66) 0,25 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  
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Tabela H.5. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o período pré-transplante e o período D+720 (2 anos pós-

transplante). 

 Pré-Mob 
(N=18) 

2 anos 
(N=11) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 2,58(7,23) 0,1 0,09(0,11) 0,05 0,43 (-0,02;0,88) 0,06 

2 2,77(2,88) 2,14 4,16(4,31) 3,03 -0,38 (-0,83;0,07) 0,10 

3 9,3(6,63) 6,58 8,67(6,79) 6,92 0,01 (-0,45;0,46) 0,97 

4 1,44(1,64) 0,81 1,55(1,61) 1,15 -0,11 (-0,56;0,35) 0,65 

5 8,29(4,23) 6,78 6,72(2,77) 6,63 0,14 (-0,31;0,6) 0,53 

6 11,93(3,56) 11,1 10,64(4,44) 10,86 0,15 (-0,31;0,6) 0,52 

7 2,39(1,93) 1,9 2,72(2,48) 1,66 -0,05 (-0,5;0,41) 0,84 

8 1,09(1,46) 0,07 1,96(1,93) 1,9 -0,38 (-0,83;0,07) 0,10 

9 2,79(2,47) 2,51 2,22(2,75) 0,78 0,19 (-0,26;0,65) 0,40 

10 3,17(1,87) 3,06 3,2(2,34) 3,06 0 (-0,46;0,45) 0,99 

11 3,57(2,51) 2,98 3,5(2,2) 2,76 -0,06 (-0,51;0,4) 0,80 

12 0,08(0,17) 0 0,95(1,67) 0 -0,4 (-0,86;0,05) 0,08 

13 3,57(2,84) 4,47 3,68(3,22) 3,22 -0,05 (-0,5;0,41) 0,84 

14 2,24(2,04) 1,18 1,98(1,73) 1,11 0 (-0,45;0,46) 0,98 

15 4,67(3,05) 5,08 3,71(2,43) 4,09 0,07 (-0,39;0,52) 0,77 

16 4,44(2,95) 3,66 5,51(4,27) 5,16 -0,14 (-0,6;0,31) 0,53 

17 2,63(1,55) 2,27 2,2(2,09) 1,85 0,17 (-0,28;0,63) 0,46 

18 3,45(4,48) 1,99 3,48(3,33) 1,84 -0,18 (-0,63;0,27) 0,44 

19 0,09(0,1) 0,07 0,1(0,1) 0,08 -0,05 (-0,51;0,4) 0,82 

20 1,43(2,75) 0,36 2,69(2,21) 2,64 -0,58 (-1,03;-0,12) 0,01 

21 9,43(3,72) 8,75 6,44(3,08) 5,89 0,31 (-0,14;0,77) 0,18 

22 17,68(8,06) 18,32 19,84(13,04) 15,56 -0,16 (-0,62;0,29) 0,48 

23 2,62(1,64) 2,23 2,51(2,2) 1,65 0,07 (-0,39;0,52) 0,77 

24 2,9(1,92) 2,74 1,37(1,47) 0,94 0,47 (0,02;0,92) 0,04 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  
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Tabela H.6. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na 

comparação entre o período pré-transplante e os período D+1080, D+1440, D+1800 

(acima de 2 anos pós-transplante). 

 Pré-Mob 
(N=18) 

>2 anos 
(N=16) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 2,58(7,23) 0,1 0,23(0,24) 0,16 0,33 (-0,15;0,81) 0,18 

2 2,77(2,88) 2,14 2,27(1,58) 2,02 -0,07 (-0,56;0,41) 0,77 

3 9,3(6,63) 6,58 7,65(4,04) 6,72 0,12 (-0,37;0,6) 0,64 

4 1,44(1,64) 0,81 1,55(0,77) 1,23 -0,22 (-0,71;0,26) 0,37 

5 8,29(4,23) 6,78 5,32(3,26) 4,99 0,39 (-0,09;0,88) 0,11 

6 11,93(3,56) 11,1 11,03(3,44) 10,65 0,04 (-0,45;0,52) 0,87 

7 2,39(1,93) 1,9 2,86(1,72) 2,58 -0,24 (-0,72;0,25) 0,34 

8 1,09(1,46) 0,07 2,43(1,33) 2,54 -0,66 (-1,15;-0,18) 0,01 

9 2,79(2,47) 2,51 1,65(1,24) 1,35 0,23 (-0,25;0,72) 0,35 

10 3,17(1,87) 3,06 2,83(1,54) 3 0,05 (-0,44;0,53) 0,85 

11 3,57(2,51) 2,98 3,15(2,47) 2,49 0,11 (-0,37;0,6) 0,65 

12 0,08(0,17) 0 0,11(0,21) 0 -0,06 (-0,55;0,42) 0,80 

13 3,57(2,84) 4,47 5,03(2,69) 4,75 -0,52 (-1;-0,03) 0,04 

14 2,24(2,04) 1,18 2,73(0,95) 2,65 -0,34 (-0,82;0,14) 0,17 

15 4,67(3,05) 5,08 4,95(3,08) 3,93 -0,2 (-0,68;0,28) 0,42 

16 4,44(2,95) 3,66 7,41(2,5) 7,12 -0,58 (-1,06;-0,09) 0,02 

17 2,63(1,55) 2,27 1,56(1,22) 0,98 0,32 (-0,17;0,8) 0,20 

18 3,45(4,48) 1,99 3,54(2,39) 3,3 -0,39 (-0,87;0,1) 0,12 

19 0,09(0,1) 0,07 0,12(0,04) 0,14 -0,06 (-0,55;0,42) 0,80 

20 1,43(2,75) 0,36 1,61(0,94) 2,16 -0,36 (-0,84;0,13) 0,15 

21 9,43(3,72) 8,75 8,31(2,33) 8,68 0,05 (-0,43;0,53) 0,84 

22 17,68(8,06) 18,32 19,9(8,67) 17 -0,23 (-0,71;0,26) 0,36 

23 2,62(1,64) 2,23 1,6(0,81) 1,81 0,25 (-0,23;0,73) 0,31 

24 2,9(1,92) 2,74 2,3(1,52) 1,49 0,13 (-0,36;0,61) 0,61 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  
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Apêndice I – Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p da frequência total (%) de cada 

família Vβ em linfócitos T de sangue periférico nos pacientes com 

doença falciforme tratados com transplante alogênico de células 

tronco hematopoéticas entre o período pré-transplante e os períodos 

pós-transplante com o grupo controle. 

Tabela I.1. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na comparação 

entre o período pré-transplante e o grupo controle. 

 Pré-Mob 
(N=18) 

Grupo Controle 
(N=14) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 2,58(7,23) 0,1 0,76(0,76) 0,51 0,05 (-0,38;0,47) 0,82 

2 2,77(2,88) 2,14 5,57(4,06) 5,95 -0,56 (-0,99;-0,14) 0,01 

3 9,3(6,63) 6,58 6,18(3,43) 6,28 0,34 (-0,08;0,77) 0,11 

4 1,44(1,64) 0,81 1,32(1,76) 0,9 -0,03 (-0,46;0,39) 0,88 

5 8,29(4,23) 6,78 7,21(4,36) 7,91 0,19 (-0,24;0,61) 0,39 

6 11,93(3,56) 11,1 12,98(5,1) 12,72 0,01 (-0,42;0,43) 0,97 

7 2,39(1,93) 1,9 2,73(1,59) 2,84 -0,19 (-0,61;0,24) 0,38 

8 1,09(1,46) 0,07 1(1,05) 0,55 -0,07 (-0,49;0,36) 0,76 

9 2,79(2,47) 2,51 1,96(2,04) 1,6 0,18 (-0,25;0,6) 0,41 

10 3,17(1,87) 3,06 2,24(1,17) 1,98 0,2 (-0,23;0,62) 0,36 

11 3,57(2,51) 2,98 2,99(1,83) 2,56 0,1 (-0,32;0,53) 0,63 

12 0,08(0,17) 0 0,31(0,31) 0,31 -0,2 (-0,62;0,23) 0,36 

13 3,57(2,84) 4,47 4,09(1,57) 4,3 -0,38 (-0,8;0,05) 0,08 

14 2,24(2,04) 1,18 2,8(2,61) 2,17 -0,12 (-0,54;0,3) 0,58 

15 4,67(3,05) 5,08 4,56(2,49) 5,5 -0,04 (-0,47;0,38) 0,84 

16 4,44(2,95) 3,66 6,95(2,95) 6,53 -0,48 (-0,9;-0,05) 0,03 

17 2,63(1,55) 2,27 1,98(1,35) 1,63 0,17 (-0,25;0,6) 0,42 

18 3,45(4,48) 1,99 2,42(2,02) 1,75 -0,06 (-0,49;0,36) 0,78 

19 0,09(0,1) 0,07 0,06(0,09) 0 0,01 (-0,42;0,43) 0,97 

20 1,43(2,75) 0,36 1,91(1,59) 1,48 -0,37 (-0,8;0,05) 0,09 

21 9,43(3,72) 8,75 9,71(3,1) 9,27 -0,07 (-0,49;0,35) 0,75 

22 17,68(8,06) 18,32 17,07(4,64) 18,49 -0,08 (-0,51;0,34) 0,70 

23 2,62(1,64) 2,23 1,5(0,74) 1,27 0,3 (-0,13;0,72) 0,17 

24 2,9(1,92) 2,74 1,71(0,9) 1,67 0,3 (-0,13;0,72) 0,17 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  
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Tabela I.2. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na comparação 

entre o período D+30 (1 mês pós-transplante) e o grupo controle. 

 1 mês 
(N=19) 

Grupo Controle 
(N=14) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 0,34(0,76) 0 0,76(0,76) 0,51 -0,3 (-0,72;0,12) 0,16 

2 1,67(2,17) 0,86 5,57(4,06) 5,95 -0,87 (-1,29;-0,45) <0,01 

3 9,36(5,96) 7,53 6,18(3,43) 6,28 0,38 (-0,04;0,8) 0,07 

4 1,62(3,04) 0,55 1,32(1,76) 0,9 -0,11 (-0,53;0,31) 0,61 

5 6,55(3,98) 6,32 7,21(4,36) 7,91 -0,08 (-0,5;0,34) 0,70 

6 11,55(8,57) 10,94 12,98(5,1) 12,72 -0,2 (-0,62;0,22) 0,35 

7 2,93(2,9) 2,02 2,73(1,59) 2,84 -0,13 (-0,55;0,29) 0,54 

8 0,71(1,26) 0 1(1,05) 0,55 -0,23 (-0,65;0,19) 0,28 

9 3,21(2,3) 2,69 1,96(2,04) 1,6 0,33 (-0,09;0,75) 0,12 

10 4,1(2,95) 3,86 2,24(1,17) 1,98 0,31 (-0,11;0,73) 0,15 

11 4,2(2,15) 4,03 2,99(1,83) 2,56 0,28 (-0,14;0,69) 0,20 

12 0,1(0,22) 0 0,31(0,31) 0,31 -0,17 (-0,59;0,25) 0,42 

13 2,71(3,33) 0,24 4,09(1,57) 4,3 -0,71 (-1,13;-0,29) <0,01 

14 2,07(2,64) 0,65 2,8(2,61) 2,17 -0,27 (-0,69;0,15) 0,21 

15 4,16(3,11) 4,3 4,56(2,49) 5,5 -0,15 (-0,57;0,27) 0,48 

16 4,24(2,17) 4,56 6,95(2,95) 6,53 -0,46 (-0,88;-0,04) 0,03 

17 3,28(2,12) 3,27 1,98(1,35) 1,63 0,3 (-0,12;0,72) 0,16 

18 1,9(2,84) 0,43 2,42(2,02) 1,75 -0,37 (-0,79;0,04) 0,08 

19 0,2(0,53) 0 0,06(0,09) 0 0,06 (-0,36;0,48) 0,77 

20 1,53(2,6) 0,06 1,91(1,59) 1,48 -0,35 (-0,77;0,07) 0,10 

21 8,4(4,33) 7,93 9,71(3,1) 9,27 -0,21 (-0,63;0,21) 0,32 

22 16,48(9,34) 13,83 17,07(4,64) 18,49 -0,15 (-0,57;0,27) 0,48 

23 3,39(2,21) 2,69 1,5(0,74) 1,27 0,46 (0,04;0,88) 0,03 

24 5,52(8,42) 3,69 1,71(0,9) 1,67 0,58 (0,16;1) 0,01 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  

 

 

 

 



Apêndices  |  152 

Tabela I.3. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na comparação 

entre o período D+90 (3 meses pós-transplante) e o grupo controle. 

 3 meses 
(N=18) 

Grupo Controle 
(N=14) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 0,42(0,98) 0 0,76(0,76) 0,51 -0,28 (-0,7;0,14) 0,20 

2 2,51(3,83) 0,68 5,57(4,06) 5,95 -0,78 (-1,21;-0,36) <0,01 

3 8,06(6,17) 6,87 6,18(3,43) 6,28 0,19 (-0,23;0,62) 0,38 

4 2,72(5,01) 0,47 1,32(1,76) 0,9 0,02 (-0,4;0,45) 0,91 

5 6,12(2,28) 6,62 7,21(4,36) 7,91 -0,06 (-0,48;0,37) 0,79 

6 13(9,52) 11,6 12,98(5,1) 12,72 -0,09 (-0,52;0,33) 0,67 

7 1,11(1,09) 0,84 2,73(1,59) 2,84 -0,61 (-1,04;-0,19) <0,01 

8 0,74(1,19) 0 1(1,05) 0,55 -0,21 (-0,63;0,21) 0,33 

9 3,34(2,61) 2,64 1,96(2,04) 1,6 0,32 (-0,11;0,74) 0,15 

10 4,45(3,59) 3,32 2,24(1,17) 1,98 0,35 (-0,08;0,77) 0,11 

11 3,96(2,73) 3,25 2,99(1,83) 2,56 0,16 (-0,27;0,58) 0,47 

12 0,04(0,11) 0 0,31(0,31) 0,31 -0,22 (-0,65;0,2) 0,30 

13 2,7(3,77) 1,71 4,09(1,57) 4,3 -0,67 (-1,09;-0,24) <0,01 

14 0,56(0,7) 0,38 2,8(2,61) 2,17 -0,72 (-1,15;-0,3) <0,01 

15 5,65(5,99) 4,81 4,56(2,49) 5,5 -0,07 (-0,49;0,36) 0,76 

16 5,83(3,98) 5,54 6,95(2,95) 6,53 -0,28 (-0,7;0,15) 0,20 

17 3,55(2,58) 3,32 1,98(1,35) 1,63 0,31 (-0,11;0,73) 0,15 

18 0,76(1,74) 0 2,42(2,02) 1,75 -0,75 (-1,17;-0,33) <0,01 

19 0,04(0,07) 0 0,06(0,09) 0 -0,03 (-0,45;0,39) 0,89 

20 0,81(1,17) 0,05 1,91(1,59) 1,48 -0,5 (-0,92;-0,07) 0,02 

21 8,03(4,75) 7,82 9,71(3,1) 9,27 -0,31 (-0,74;0,11) 0,15 

22 17,51(15,02) 12,88 17,07(4,64) 18,49 -0,26 (-0,69;0,16) 0,23 

23 3,98(2,7) 3,41 1,5(0,74) 1,27 0,56 (0,14;0,98) 0,01 

24 4,08(2,72) 3,3 1,71(0,9) 1,67 0,52 (0,1;0,94) 0,02 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  
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Tabela I.4. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na comparação 

entre o período D+180 (6 mês pós-transplante) e o grupo controle. 

 6 meses 
(N=16) 

Grupo Controle 
(N=14) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 1,49(2,48) 0,42 0,76(0,76) 0,51 0,1 (-0,33;0,54) 0,64 

2 2,77(2,55) 2,07 5,57(4,06) 5,95 -0,53 (-0,97;-0,1) 0,02 

3 6,43(3,33) 6,25 6,18(3,43) 6,28 0,05 (-0,38;0,49) 0,81 

4 1,05(1,65) 0,28 1,32(1,76) 0,9 -0,21 (-0,65;0,22) 0,34 

5 5,96(4,28) 5,1 7,21(4,36) 7,91 -0,14 (-0,58;0,29) 0,52 

6 13,86(9,4) 13,16 12,98(5,1) 12,72 0,02 (-0,42;0,45) 0,94 

7 1,43(1,31) 1,33 2,73(1,59) 2,84 -0,48 (-0,92;-0,05) 0,03 

8 0,64(1,04) 0 1(1,05) 0,55 -0,23 (-0,67;0,21) 0,30 

9 2,47(2,34) 1,41 1,96(2,04) 1,6 0,1 (-0,33;0,54) 0,64 

10 2,61(1,71) 2,42 2,24(1,17) 1,98 0,06 (-0,37;0,5) 0,78 

11 3,95(2,93) 4,05 2,99(1,83) 2,56 0,17 (-0,27;0,6) 0,45 

12 0,18(0,33) 0 0,31(0,31) 0,31 -0,11 (-0,55;0,32) 0,61 

13 2,89(2,87) 3,49 4,09(1,57) 4,3 -0,55 (-0,99;-0,12) 0,01 

14 1,28(1,42) 0,66 2,8(2,61) 2,17 -0,41 (-0,84;0,03) 0,07 

15 3,8(2,06) 3,59 4,56(2,49) 5,5 -0,11 (-0,54;0,33) 0,62 

16 3,84(3,14) 3,72 6,95(2,95) 6,53 -0,65 (-1,08;-0,21) <0,01 

17 2,76(1,76) 2,67 1,98(1,35) 1,63 0,2 (-0,23;0,64) 0,36 

18 2,9(4,92) 0,51 2,42(2,02) 1,75 -0,21 (-0,65;0,23) 0,34 

19 0,11(0,26) 0 0,06(0,09) 0 0,02 (-0,41;0,46) 0,92 

20 3,37(8,68) 0,56 1,91(1,59) 1,48 -0,14 (-0,57;0,3) 0,54 

21 7,44(2,62) 7,51 9,71(3,1) 9,27 -0,26 (-0,7;0,17) 0,24 

22 20,81(15,26) 15,24 17,07(4,64) 18,49 0,02 (-0,42;0,45) 0,93 

23 2,28(1,67) 1,73 1,5(0,74) 1,27 0,2 (-0,23;0,64) 0,36 

24 5,67(9,05) 4,56 1,71(0,9) 1,67 0,59 (0,16;1,03) 0,01 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  
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Tabela I.5. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na comparação 

entre o período D+360 (1 ano pós-transplante) e o grupo controle. 

 1 ano 
(N=15) 

Grupo Controle 
(N=14) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 0,67(1,74) 0 0,76(0,76) 0,51 -0,2 (-0,64;0,25) 0,39 

2 2,72(3,03) 1,55 5,57(4,06) 5,95 -0,56 (-1;-0,11) 0,01 

3 9,34(7,45) 7,45 6,18(3,43) 6,28 0,31 (-0,13;0,75) 0,17 

4 2,66(5,01) 1,17 1,32(1,76) 0,9 0,15 (-0,3;0,59) 0,52 

5 4,97(3,05) 5,05 7,21(4,36) 7,91 -0,3 (-0,75;0,14) 0,18 

6 11,52(7,77) 8,44 12,98(5,1) 12,72 -0,11 (-0,55;0,34) 0,64 

7 1,93(2,13) 1,24 2,73(1,59) 2,84 -0,38 (-0,82;0,06) 0,09 

8 1,59(1,68) 1,34 1(1,05) 0,55 0,14 (-0,3;0,58) 0,53 

9 1,71(2) 0,75 1,96(2,04) 1,6 -0,15 (-0,59;0,3) 0,52 

10 3,65(2,32) 3,59 2,24(1,17) 1,98 0,28 (-0,16;0,72) 0,21 

11 3,8(2,18) 4,49 2,99(1,83) 2,56 0,16 (-0,28;0,61) 0,47 

12 0,13(0,25) 0 0,31(0,31) 0,31 -0,14 (-0,58;0,3) 0,54 

13 2,94(2,68) 3,61 4,09(1,57) 4,3 -0,51 (-0,95;-0,07) 0,02 

14 1,68(1,43) 1,28 2,8(2,61) 2,17 -0,24 (-0,68;0,2) 0,29 

15 3,75(2,82) 3,66 4,56(2,49) 5,5 -0,24 (-0,68;0,2) 0,29 

16 7,95(4,95) 7,81 6,95(2,95) 6,53 0 (-0,45;0,44) 0,99 

17 2,43(1,73) 2,02 1,98(1,35) 1,63 0,1 (-0,34;0,54) 0,66 

18 3,19(3,6) 1,96 2,42(2,02) 1,75 -0,02 (-0,46;0,42) 0,93 

19 0,07(0,09) 0,07 0,06(0,09) 0 0,01 (-0,44;0,45) 0,98 

20 1,78(2,34) 0,51 1,91(1,59) 1,48 -0,19 (-0,63;0,26) 0,41 

21 8,55(2,98) 8,29 9,71(3,1) 9,27 -0,13 (-0,57;0,31) 0,57 

22 17,64(9,95) 14,96 17,07(4,64) 18,49 -0,05 (-0,49;0,39) 0,82 

23 2,98(1,85) 2,98 1,5(0,74) 1,27 0,39 (-0,05;0,84) 0,08 

24 2,33(2,06) 1,53 1,71(0,9) 1,67 0,09 (-0,35;0,54) 0,68 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  
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Tabela I.6. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na comparação 

entre o período D+720 (2 anos pós-transplante) e o grupo controle. 

 2 anos 
(N=11) 

Grupo Controle 
(N=14) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 0,09(0,11) 0,05 0,76(0,76) 0,51 -0,38 (-0,86;0,1) 0,12 

2 4,16(4,31) 3,03 5,57(4,06) 5,95 -0,19 (-0,67;0,29) 0,45 

3 8,67(6,79) 6,92 6,18(3,43) 6,28 0,34 (-0,14;0,81) 0,17 

4 1,55(1,61) 1,15 1,32(1,76) 0,9 0,07 (-0,41;0,55) 0,76 

5 6,72(2,77) 6,63 7,21(4,36) 7,91 0,04 (-0,44;0,52) 0,86 

6 10,64(4,44) 10,86 12,98(5,1) 12,72 -0,14 (-0,62;0,34) 0,57 

7 2,72(2,48) 1,66 2,73(1,59) 2,84 -0,14 (-0,62;0,34) 0,56 

8 1,96(1,93) 1,9 1(1,05) 0,55 0,31 (-0,17;0,79) 0,20 

9 2,22(2,75) 0,78 1,96(2,04) 1,6 -0,02 (-0,49;0,46) 0,95 

10 3,2(2,34) 3,06 2,24(1,17) 1,98 0,2 (-0,28;0,68) 0,41 

11 3,5(2,2) 2,76 2,99(1,83) 2,56 0,16 (-0,32;0,64) 0,51 

12 0,95(1,67) 0 0,31(0,31) 0,31 0,21 (-0,27;0,68) 0,40 

13 3,68(3,22) 3,22 4,09(1,57) 4,3 -0,33 (-0,81;0,15) 0,18 

14 1,98(1,73) 1,11 2,8(2,61) 2,17 -0,12 (-0,6;0,35) 0,61 

15 3,71(2,43) 4,09 4,56(2,49) 5,5 -0,11 (-0,59;0,37) 0,65 

16 5,51(4,27) 5,16 6,95(2,95) 6,53 -0,33 (-0,81;0,15) 0,18 

17 2,2(2,09) 1,85 1,98(1,35) 1,63 0 (-0,48;0,48) 0,99 

18 3,48(3,33) 1,84 2,42(2,02) 1,75 0,12 (-0,36;0,6) 0,63 

19 0,1(0,1) 0,08 0,06(0,09) 0 0,06 (-0,42;0,54) 0,81 

20 2,69(2,21) 2,64 1,91(1,59) 1,48 0,21 (-0,27;0,68) 0,40 

21 6,44(3,08) 5,89 9,71(3,1) 9,27 -0,38 (-0,86;0,1) 0,12 

22 19,84(13,04) 15,56 17,07(4,64) 18,49 0,08 (-0,4;0,56) 0,75 

23 2,51(2,2) 1,65 1,5(0,74) 1,27 0,23 (-0,25;0,71) 0,35 

24 1,37(1,47) 0,94 1,71(0,9) 1,67 -0,17 (-0,65;0,31) 0,48 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  
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Tabela I.7. Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas na comparação 

entre os períodos D+1080, D+1440, D+1800 (acima de 2 anos pós-transplante) e o 

grupo controle. 

 >2 anos 
(N=16) 

Grupo Controle 
(N=14) 

 

 
Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 

Diferença 
Estimada 

IC P 

1 0,23(0,24) 0,16 0,76(0,76) 0,51 -0,28 (-0,79;0,23) 0,28 

2 2,27(1,58) 2,02 5,57(4,06) 5,95 -0,49 (-1;0,02) 0,06 

3 7,65(4,04) 6,72 6,18(3,43) 6,28 0,23 (-0,28;0,73) 0,38 

4 1,55(0,77) 1,23 1,32(1,76) 0,9 0,19 (-0,32;0,7) 0,46 

5 5,32(3,26) 4,99 7,21(4,36) 7,91 -0,21 (-0,71;0,3) 0,43 

6 11,03(3,44) 10,65 12,98(5,1) 12,72 -0,03 (-0,54;0,48) 0,91 

7 2,86(1,72) 2,58 2,73(1,59) 2,84 0,05 (-0,46;0,56) 0,85 

8 2,43(1,33) 2,54 1(1,05) 0,55 0,6 (0,09;1,11) 0,02 

9 1,65(1,24) 1,35 1,96(2,04) 1,6 -0,05 (-0,56;0,45) 0,84 

10 2,83(1,54) 3 2,24(1,17) 1,98 0,15 (-0,36;0,66) 0,56 

11 3,15(2,47) 2,49 2,99(1,83) 2,56 -0,01 (-0,52;0,5) 0,97 

12 0,11(0,21) 0 0,31(0,31) 0,31 -0,14 (-0,64;0,37) 0,60 

13 5,03(2,69) 4,75 4,09(1,57) 4,3 0,14 (-0,37;0,65) 0,59 

14 2,73(0,95) 2,65 2,8(2,61) 2,17 0,22 (-0,29;0,73) 0,40 

15 4,95(3,08) 3,93 4,56(2,49) 5,5 0,15 (-0,35;0,66) 0,55 

16 7,41(2,5) 7,12 6,95(2,95) 6,53 0,1 (-0,41;0,61) 0,70 

17 1,56(1,22) 0,98 1,98(1,35) 1,63 -0,14 (-0,65;0,36) 0,58 

18 3,54(2,39) 3,3 2,42(2,02) 1,75 0,33 (-0,18;0,83) 0,21 

19 0,12(0,04) 0,14 0,06(0,09) 0 0,07 (-0,44;0,58) 0,79 

20 1,61(0,94) 2,16 1,91(1,59) 1,48 -0,02 (-0,52;0,49) 0,95 

21 8,31(2,33) 8,68 9,71(3,1) 9,27 -0,12 (-0,63;0,39) 0,64 

22 19,9(8,67) 17 17,07(4,64) 18,49 0,14 (-0,37;0,65) 0,58 

23 1,6(0,81) 1,81 1,5(0,74) 1,27 0,05 (-0,46;0,55) 0,86 

24 2,3(1,52) 1,49 1,71(0,9) 1,67 0,17 (-0,34;0,68) 0,51 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança. Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). São 

mostrados os valores da frequência (%) calculados segundo a seguinte fórmula: % Vβ total = (Σ área 

todos picos Vβ/ Σ área todos Vβ) x100. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.  
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Apêndice J – Valores de média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, 

intervalo de confiança e valores de p da quantificação das moléculas 

de KREC e Cj e razão Cj/KREC (taxa de divisão celular periférica) 

nos pacientes com doença falciforme tratados com transplante 

alogênico de células tronco hematopoéticas e no grupo controle.  

 

Tabela J.1. Valores e média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas nas comparações 

entre o período pré-transplante e os períodos pós-transplante. 

 Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 
Diferença 
Estimada 

IC P 

 Pré-Mob 
(N=18) 

1 mês 
(N=19) 

 

sjKREC 3,53(0,76) 3,66 2,26(1,01) 2,5 26,64 (17,7;35,6) <0,01 

Cj 3,97(0,7) 4,04 2,97(0,93) 3,17 34,93 (26,7;43,1) <0,01 

Cj/ 
sjKREC 

1,47(0,89) 
 

1,57 
 

2,16(1,35) 
 

2,06 
 

-0,66 
 

(-1,31;0) 
 

0,04 

 Pré-Mob 
(N=18) 

3 meses 
(N=19) 

 

sjKREC 3,53(0,76) 3,66 3,35(0,64) 3,42 6,01 (-3;15) 0,18 

Cj 3,97(0,7) 4,04 3,67(0,56) 3,78 14,91 (6,7;23,2) <0,01 

Cj/ 
sjKREC 

1,47(0,89) 
 

1,57 
 

1,06(1,06) 
 

0,74 
 

0,44 
 

(-0,21;1,1) 
 

0,18 

 Pré-Mob 
(N=18) 

6 meses 
(N=18) 

 

sjKREC 3,53(0,76) 3,66 3,59(0,44) 3,4 -0,21 (-9,3;8,9) 0,96 

Cj 3,97(0,7) 4,04 3,9(0,26) 3,88 9,07 (0,7;17,5) 0,03 

Cj/ 
sjKREC 

1,47(0,89) 
 

1,57 
 

1,01(0,8) 
 

1,08 
 

0,49 
 

(-0,18;1,15) 
 

0,14 

 Pré-Mob 
(N=18) 

1 ano 
(N=16) 

 

sjKREC 3,53(0,76) 3,66 3,6(0,44) 3,72 0,16 (-9,3;9,7) 0,97 

Cj 3,97(0,7) 4,04 4(0,21) 3,96 5,59 (-3,2;14,3) 0,20 

Cj/ 
sjKREC 

1,47(0,89) 
 

1,57 
 

1,31(0,89) 
 

1,05 
 

0,2 
 

(-0,49;0,9) 
 

0,55 

 Pré-Mob 
(N=18) 

2 anos 
(N=12) 

 

sjKREC 3,53(0,76) 3,66 3,49(0,36) 3,64 4,58 (-5,9;15) 0,38 

Cj 3,97(0,7) 4,04 4,06(0,25) 4,12 -0,77 (-10,5;8,9) 0,87 

Cj/ 
sjKREC 

1,47(0,89) 
 

1,57 
 

1,9(0,73) 
 

1,69 
 

-0,48 
 

(-1,24;0,28) 
 

0,21 

 
 

Pré-Mob 
(N=18) 

>2 anos 
(N=16) 

   

sjKREC 3,53(0,76) 3,66 3,57(0,3) 3,47 1,99 (-10,9;14,9) 0,76 

Cj 3,97(0,7) 4,04 4,17(0,18) 4,15 -6,68 (-18,9;5,5) 0,27 

Cj/ 
sjKREC 

1,47(0,89) 
 

1,57 
 

2(0,83) 
 

1,57 
 

-0,53 
 

(-1,45;0,39) 
 

0,25 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança; Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). Taxa de 

divisão celular periférica das células B foi calculada segundo a seguinte fórmula: n= 

Log(Cj/sjKREC)/Log2. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando 

p<0,05.  
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Tabela J.2. Valores e média, desvio padrão, mediana, diferença estimada, intervalo 

de confiança e valores de p encontrados nas análises estatísticas nas comparações 

entre o período pré-transplante e os períodos pós-transplante com o grupo controle. 

 Media (DP) Mediana Media (DP) Mediana 
Diferença 
Estimada 

IC P 

 Pré-Mob 
(N=18) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjKREC 3,53(0,76) 3,66 2,79(0,39) 2,82 21 (10,7;31,3) <0,01 

Cj 3,97(0,7) 4,04 3,94(0,2) 4 5,65 (-4,3;15,6) 0,26 

Cj/ 
sjKREC 

1,47(0,89) 
 

1,57 
 

3,82(1,4) 3,6 -2,33 (-3,05;-1,6) <0,01 

 1 mês 
(N=19) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjKREC 2,26(1,01) 2,5 2,79(0,39) 2,82 -5,64 (-15,9;4,6) 0,27 

Cj 2,97(0,93) 3,17 3,94(0,2) 4 -29,28 (-39,2;-19,4) <0,01 

Cj/ 
sjKREC 

2,16(1,35) 
 

2,06 
 

3,82(1,4) 3,6 -1,67 
 

(-2,39;-0,95) 
 

<0,01 

 3 meses 
(N=19) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjKREC 3,35(0,64) 3,42 2,79(0,39) 2,82 14,99 (4,7;25,2) <0,01 

Cj 3,67(0,56) 3,78 3,94(0,2) 4 -9,27 (-19,2;0,6) 0,06 

Cj/ 
sjKREC 

1,06(1,06) 
 

0,74 
 

3,82(1,4) 3,6 -2,77 
 

(-3,49;-2,05) 
 

<0,01 

 6 meses 
(N=18) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjKREC 3,59(0,44) 3,4 2,79(0,39) 2,82 21,21 (10,9;31,6) <0,01 

Cj 3,9(0,26) 3,88 3,94(0,2) 4 -3,42 (-13,4;6,6) 0,49 

Cj/ 
sjKREC 

1,01(0,8) 
 

1,08 
 

3,82(1,4) 3,6 -2,8 (-3,54;-2,09) 
 

<0,01 

 1 ano 
(N=16) 

Grupo Controle 
(N=16) 

 

sjKREC 3,6(0,44) 3,72 2,79(0,39) 2,82 20,83 (10,1;31,5) <0,01 

Cj 4(0,21) 3,96 3,94(0,2) 4 0,06 (-10,3;10,4) 0,99 

Cj/ 
sjKREC 

1,31(0,89) 
 

1,05 
 

3,82(1,4) 3,6 -2,53 
 

(-3,29;-1,78) 
 

<0,01 

 
 

2 anos 
(N=12) 

Grupo Controle 
(N=16) 

   

sjKREC 3,49(0,36) 3,64 2,79(0,39) 2,82 16,42 (5,1;27,8) <0,01 

Cj 4,06(0,25) 4,12 3,94(0,2) 4 6,42 (-4,5;17,3) 0,24 

Cj/ 
sjKREC 

1,9(0,73) 
 

1,69 
 

3,82(1,4) 3,6 -1,85 
 

(-2,65;-1,05) 
 

<0,01 

 
 

>2 anos 
(N=16) 

Grupo Controle 
(N=16) 

   

sjKREC 3,57(0,3) 3,47 2,79(0,39) 2,82 19,01 (5,6;32,5) <0,01 

Cj 4,17(0,18) 4,15 3,94(0,2) 4 12,33 (-0,6;25,2) 0,04 

Cj/ 
sjKREC 

2(0,83) 
 

1,57 
 

3,82(1,4) 3,6 -1,8 
 

(-2,75;-0,85) 
 

<0,01 

DP, Desvio Padrão; IC, Intervalo de confiança; Pré-Mob, pré-mobilização (pré-transplante). Taxa de 

divisão celular periférica das células B foi calculada segundo a seguinte fórmula: n= 

Log(Cj/sjKREC)/Log2. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando 

p<0,05.  
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Apêndice K – Repertório da cadeia Vβ do TCR de linfócitos T no sangue periférico de um indivíduo controle saudável.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura K.1. Repertório da cadeia Vβ do TCR de um indivíduo saudável. Representação esquemática do perfil de espectros 

de CDR3 de cada uma das 24 famílias Vβ. O RNA total foi extraído das células mononucleares do sangue 

periférico, transcrito em cDNA e amplificado para primers específicos para 24 famílias Vβ, e o repertório Vβ do TCR 

de cada paciente foi analisado pelo método de TCRBV CDR3 spectratyping. Cada gráfico representa a intensidade 

de fluorescência, que é proporcional ao número de transcritos para a família Vβ, em unidades arbitrárias (eixo Y), 

em função do comprimento da região CDR3, em pares de bases (eixo X). Os picos destacados em azul em cada 

gráfico correspondem ao tamanho de CDR3 com 10 resíduos de aminoácidos. 
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Apêndice L – Repertório da cadeia Vβ do TCR de linfócitos T no sangue periférico de um paciente com anemia      

falciforme tratado com Hidroxiuréia. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura L.1. Repertório da cadeia Vβ do TCR de um paciente com anemia falciforme em tratamento com Hidroxiuréia. 

Representação esquemática do perfil de espectros de CDR3 de cada uma das 24 famílias Vβ. O RNA total foi 

extraído das células mononucleares do sangue periférico, transcrito em cDNA e amplificado para primers específicos 

para 24 famílias Vβ, e o repertório Vβ do TCR de cada paciente foi analisado pelo método de TCRBV CDR3 

spectratyping. Cada gráfico representa a intensidade de fluorescência, que é proporcional ao número de transcritos 

para a família Vβ, em unidades arbitrárias (eixo Y), em função do comprimento da região CDR3, em pares de bases 

(eixo X). Os picos destacados em azul em cada gráfico correspondem ao tamanho de CDR3 com 10 resíduos de 

aminoácidos. 

 



Apêndices  |  161 

 

Apêndice M – Repertório da cadeia Vβ do TCR de linfócitos T no sangue periférico de um paciente com anemia       

falciforme tratado com transfusões crônicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M.1. Repertório da cadeia Vβ do TCR de um paciente com anemia falciforme em tratamento com Transfusão 

Crônica. Representação esquemática do perfil de espectros de CDR3 de cada uma das 24 famílias Vβ. O RNA total 

foi extraído das células mononucleares do sangue periférico, transcrito em cDNA e amplificado para primers 

específicos para 24 famílias Vβ, e o repertório Vβ do TCR de cada paciente foi analisado pelo método de TCRBV 

CDR3 spectratyping. Cada gráfico representa a intensidade de fluorescência, que é proporcional ao número de 

transcritos para a família Vβ, em unidades arbitrárias (eixo Y), em função do comprimento da região CDR3, em pares 

de bases (eixo X). Os picos destacados em azul em cada gráfico correspondem ao tamanho de CDR3 com 10 

resíduos de aminoácidos. 
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Apêndice N – Repertório da cadeia Vβ do TCR de linfócitos T no sangue periférico de um paciente com anemia 

falciforme sem tratamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura N.1. Repertório da cadeia Vβ do TCR de um paciente com anemia falciforme sem tratamento. Representação 

esquemática do perfil de espectros de CDR3 de cada uma das 24 famílias Vβ. O RNA total foi extraído das células 

mononucleares do sangue periférico, transcrito em cDNA e amplificado para primers específicos para 24 famílias 

Vβ, e o repertório Vβ do TCR de cada paciente foi analisado pelo método de TCRBV CDR3 spectratyping. Cada 

gráfico representa a intensidade de fluorescência, que é proporcional ao número de transcritos para a família Vβ, 

em unidades arbitrárias (eixo Y), em função do comprimento da região CDR3, em pares de bases (eixo X). Os 

picos destacados em azul em cada gráfico correspondem ao tamanho de CDR3 com 10 resíduos de aminoácidos. 
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Apêndice O – Repertório da cadeia Vβ do TCR de linfócitos T no sangue periférico de um paciente com doença 

falciforme pré e pós transplante alogênico de células tronco hematopoéticas. 
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Figura O.1. Repertório da cadeia Vβ do TCR de um paciente com anemia falciforme pré e pós transplante alogênico de células tronco 

hematopoéticas. Representação esquemática do perfil de espectros de CDR3 de cada uma das 24 famílias Vβ. O RNA total foi extraído 

das células mononucleares do sangue periférico, transcrito em cDNA e amplificado para primers específicos para 24 famílias Vβ, e o 

repertório Vβ do TCR de cada paciente foi analisado pelo método de TCRBV CDR3 spectratyping. Cada gráfico representa a intensidade 

de fluorescência, que é proporcional ao número de transcritos para a família Vβ, em unidades arbitrárias (eixo Y), em função do 

comprimento da região CDR3, em pares de bases (eixo X). Os picos destacados em azul em cada gráfico correspondem ao tamanho de 

CDR3 com 10 resíduos de aminoácidos. 


