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RESUMO

Introducdo: A anemia falciforme (AF) hemoglobinopatia hereditaria em homozigose do alelo S
(p-Glu6Val) no gene HBB é caracterizada por eritrocitos falcizados, hemdlise, inflamacéo e vaso-
oclusdo acarretando manifestacbes fisiopatoldgicas. Objetivo: Avaliar os perfis hematoldgico,
lipidico e inflamatorio, influéncia da hidroxiureia e do polimorfismo rs3918226 do gene NOS3 em
individuos com anemia falciforme. Métodos: Foram coletados dados dos prontudrios, exames
bioquimicos e genotipagens do polimorfismo rs3918226 do gene NOS3. Verificaram-se relacfes
entre as variareis laboratoriais e genéticas pelos testes de T de Student e de Mann Whitney com
significancia P < 0,05. Resultados: A populacdo foi de 126 individuos com AF, idade média de
11,90 anos e 71 (56,3%) em terapia de Hidroxiuréia (HU). HDL-C baixo (< 40 mg/dL) foi
observado em 80% dos individuos. Parametros lipidicos apresentaram maiores médias em meninas.
Nos pacientes que usavam HU as médias dos parametros hematoldgicos, exceto leucdcitos totais, e
lipidios estavam maiores e os niveis de bilirrubinas e LDH estavam menores. Os gen6tipos do SNP
rs3918226 estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg com frequéncia do alelo de risco T de 0,05.
Os niveis de ferro e ferritina nos participantes do sexo feminino de gendtipo CT estavam reduzidos
e 0s niveis de plaquetas aumentados. A baixa expressdo de NOS3 provavelmente induzida pela
presenca do alelo T no gendtipo leva a baixa disponibilidade do NO e isso poderia refletir nos
niveis desses parametros. Pacientes de genotipo CT que faziam uso de HU mostraram que apenas a
contagem de reticuldcitos estava menor que os de gendtipo CC. Conclusédo: NOs observamos que
significativa proporcdo dos pacientes com AF apresentou dislipidemia caracterizada pelos baixos
niveis de HDL-C, o uso de hidroxiureia diminuiu os marcadores de hemdlise e de inflamacdo e que
nas meninas de gendtipo CT de rs3918226/NOS3 havia menores niveis de feritina e maior

contagem de plaquetas.

Palavras-chave: anemia falciforme; inflamacéo; lipidios; polimorfismo; gene NOS3.



ABSTRACT

Introduction: Sickle cell anemia (SCA) hereditary hemoglobinopathy in homozygosis of the S
allele (p.Glu6Val) in the HBB gene is characterized by sickle cell, hemolysis, inflammation and
vaso-occlusion causing pathophysiological manifestations. Objective: To evaluate hematological,
lipid and inflammatory profiles, influence of hydroxyurea and rs3918226 polymorphism of the
NOS3 gene in individuals with sickle cell anemia. Methods: Data from medical records,
biochemical tests and genotyping of polymorphism rs3918226 of the NOS3 gene were collected.
There were relationships between laboratory and genetic variables by student and Mann Whitney T
tests with significance P < 0.05. Results: The population was 126 individuals with PA, mean age of
11.90 years and 71 (56.3%) hydroxyurea therapy (HU). low HDL-C (< 40 mg/dL) was observed in
80% of individuals. Lipid parameters presented higher means in girls. In patients using HU the
means of hematological parameters, except total leukocytes, and lipids were higher and bilirubin
and LDH levels were lower. SNP genotypes rs3918226 were in Hardy-Weinberg equilibrium with
0.05 risk allele frequency. Iron and ferritin levels in female participants of CT genotype were
reduced and platelet levels increased. The low expression of NOS3 probably induced by the
presence of the T alleles in the genotype leads to low availability of NO and this could reflect on the
levels of these parameters. CT genotype patients using HU showed that only the reticulocytes count
was lower than those of CC genotype. Conclusion: We observed that a significant proportion of
patients with SCA presented dyslipidemia characterized by low HDL-C levels, the use of
hydroxyurea decreased the markers of hemolysis and inflammation and that in girls of GENOTYPE

CT of rs3918226/NOS3 there were lower levels of ferritin and higher platelet count.

Keywords: sickle cell anemia; inflammation; lipids; polymorphism; NOS3 gene.
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Perfis hematologico, lipidico e inflamatoério e analises com o

polimorfismo rs3918226 do gene NOS3 na anemia falciforme

INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) é caracterizada como um problema de saude
publica no mundo devido as altas taxas de incidéncia e mortalidade. Em Minas
Gerais, Brasil, a incidéncia da doenca é de 1:1400 nascidos vivos e a taxa de
mortalidade em criancas é de aproximadamente 5,8%%%. Trata-se da
hemoglobinopatia hereditdria mais grave dentre as formas de doenga
falciforme (DF), caracterizada por mais de 50% da hemoglobina S (HbS) que
leva a formacdo de eritrécitos em forma de foice®>. A HbS origina-se da
substituicdo de aminoacido acido glutédmico pela valina na posicdo 6 da cadeia
da beta-globina, devido a uma mutagao de transversao, nao sindbnima no exon
1 (c.20A>T; rs334) no gene HBB (locus 11p15.4; MIM 141900). Tal mutagao
em homozigose (HbSS) leva a uma modificagao fisico-quimica na molécula de
Hb>"".

A fisiopatologia da AF estd relacionada a polimerizagdo da HbS que
acarreta uma série de eventos relacionados a hemdlise, inflamagdao e
vasculopatia. A hemdlise e disfuncao endotelial sdo ocasionadas pela meia vida
curta das hemacias. A vaso-oclusao ocorre devido formato e rigidez das
hemacias levando ao recrutamento de células inflamatérias, ativacao e adesao
plaquetdria, que vdo ocasionar isquemia e hipdxia dos tecidos’®. Estes
subfenédtipos levam a complicagdes clinicas multissistémicas e com ampla
variacao na gravidade da doenca tais como episddios de dor, sindrome toracica
aguda, infartos cerebrais, hipertensdo pulmonar, priapismo dentre outros®°.

A dislipidemia na AF é caracterizada pelo aumento nos niveis de
triglicerideos (TG) e reducao de colesterol total (CT), lipoproteina de alta
densidade (HDL-C) e lipoproteina de baixa densidade (LDL-C)3, A
hipocolesterolemia tem sido relacionada com possivel gravidade na AF. Porém
essa relacao ainda nao estda bem estabelecida e pode estar relacionada a
variantes genéticas!®>1®. Estudos mostram que as variacdes das complicacdes

da AF podem ser explicadas por marcadores genéticos, tais como as delecdes
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no gene alfa-globina!®, variantes genéticas que afetam a producdo de
Hemoglobina fetal (HbF) e genes de resposta a hidroxiureial’ polimorfismos
nos genes UGT1A1 e G6PD*®,

A hidroxiureia (HU) é a Unica terapia medicamentosa autorizada no Brasil
para tratamento da anemia falciforme. Tem sido utilizada como farmaco de
escolha por aumentar a sintese de HbF reduzindo a gravidade da doenca,
diminuindo os niveis de hemoglobinas S. Com a diminuicdo da Hemoglobina S,
ha uma menor polimerizacdo, menor falcizacdo dos eritrécitos diminuindo as
crises vaso-oclusivas e hemdlise!?2°,

Sabe-se que com o aumento da hemdlise e, consequentemente a
liberacdo do heme e do ferro livre no plasma, ha producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) ocasionando estresse oxidativo na AF®2!. O oxido nitrico
(NO) é responsavel pelo consumo desses radicais de oxigénio e o heme. Com
o aumento da hemdlise ha um maior consumo de NO, diminuindo sua
biodisponibilidade para desempenhar sua funcdao na regulacdao do tonus
vascular (vasodilatacdo) e inibicdo do recrutamento de leucdcitos e da adesao
plaquetdria (acdo anti-inflamatéria)?! 23,

A enzima oxido nitrico sintase (NOS) é a responsavel por oxidar a L-
arginina que é convertida em L-citrulina e NO**?°, A enzima eNOS3 expressada
no endotélio é codificada pelo gene NOS3 (7q35-7936) (Figura 1). Alguns
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP) do gene NOS3 sao considerados
funcionais, ou seja, afetam a expressao ou a atividade da enzima. O SNP de
transicao na regiao promotora g.-665C>T rs3918226 tem sido associado a
alguns fenétipos clinicos tais como hipertensao e doengas cardiovasculares em
varias populagdes®®=°, O alelo de risco T leva a diminuicdo transcricional do
gene eNOS3%° e o alelo C ao aumento da expressdo de NOS3 no tecido
pulmonar®!. Foi também mostrado que a presenca do alelo T no genétipo

|28

diminui os niveis de nitrito apdés uso do anestésico propofol. Na doenca

falciforme estudos de polimorfismos no gene NOS3 mostraram resultados

contraditérios. Chaar et al®?, Sharan et al® |34

e Yousry et a reportaram

associacao do alelo -786C de NOS3 com o aumento da suscetibilidade a

|35

sindrome toracica aguda. Por outro lado, Vargas et al*> em uma populagao
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brasileira com DF ndao observaram essa associag¢do. Nishank et a
trés variantes no gene NOS3 na populacdo indiana e mostraram que o
haplétipo H2 (4a-T-C) era mais frequente em pacientes de maior gravidade da
DF. No entanto, Thakur et al®*’ ndo relataram tal associacdo. Tais contradi¢des

poderiam ser devidas a distribuicdo geografica das variantes de NOS337*%,

Figura 1: Esquema da localizagcao dos SNPs do gene NOS3

AP-1 786T>C GATA pRD|  DMaVNTR
l l l l 1 234l56789 10 13 1416 17 20 2223 24 26

5‘,1 Promoter 3'
g §% % § 3

!

T T Glu298Asp
NF-1  -665C>T PRDII

1191

Fonte: < http://europepmc.org/articles/PMC6728140>acesso em 03/11/2019%®

Como a baixa biodisponibilidade de NO leva ao estresse oxidativo e
consequentemente predispde a vaso-oclusao e/ou inflamacdo é interessante
pesquisar se ha alguma correlacao entre as variantes de NOS3 e parametros
laboratoriais, as complicacdes, agravos ou mortalidade associadas a doenca
falciforme.

Portanto o presente estudo tem como objetivo caracterizar os perfis
hematoldgico, lipidico e inflamatoério, bem como avaliar se existe influéncia da
hidroxiureia e do polimorfismo rs3918226 do gene NOS3 em individuos com

anemia falciforme.
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MATERIAL E METODOS

Populacédo estudada e aspectos éticos

Tratou-se de um estudo retrospectivo transversal realizado entre 2015 e
2018 em uma populacdo pediatrica com AF (HbSS) diagnosticada pelo
Programa Estadual de Triagem Neonatal - Minas Gerais (PETN-MG) e
acompanhada nos Hemocentros Regionais de Governador Valadares e Uberaba
da Fundacao Hemominas. Foram selecionados para o estudo todos os
individuos com AF em estado de saude estavel, nascidos entre 01 de janeiro
de 1998 e 31 de dezembro de 2014, faixa etaria de 3 a 19 anos. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) e o Termo de Assentimento
(Apéndice B) foram assinados pelos responsaveis e por participantes maiores
de 12 anos, respectivamente. Foram excluidos da pesquisa os sujeitos que
haviam sido submetidos a transfusao sanguinea a menos de trés meses antes
da coleta para analises laboratoriais; aqueles que o0s responsaveis nao
consentiram a participacao na pesquisa; a presenca de comprometimento
cronico de 6rgaos que poderia interferir nos parametros avaliados; diabetes
mellitus; infeccdes graves como hepatite, sifilis e HIV; individuos com outros
subtipos de DF (SB*-talassemia, SB°-talassemia, doenca SD, SJ); gestacdo;
doenca neuroldogica e criancas/adolescentes que ndo foram encontradas
durante o periodo de realizacdo do estudo. O estudo foi registrado e aprovado
nos Comités de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora
(nimero de CAAE 36767114.1.0000.5147) e da Fundagdao Hemominas
(parecer n° 933.478; CAAE 36767114.1.3001.5118) (Anexo I). Apds o
consentimento do individuo, foi feita analise do prontuario médico e a coleta de

dados para avaliar se o participante possuia algum dos critérios de exclusao.

Exames coletados dos prontuarios

Foram extraidos dos prontuarios médicos dos participantes exames
bioguimicos e hematoldgicos incluindo aqueles antes e apdés o uso de
hidroxiureia - HU (hemoglobina total - Hb, hemoglobina corpuscular média -

HCM, volume corpuscular médio - VCM, hemoglobina fetal - HbF, reticuldcitos,
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leucograma com leucometria global - LG, segmentados neutrofilos e
monadcitos, plaquetograma, niveis de ferro sérico e dosagem de ferritina) e
registrados em formulario especifico (Apéndice C). Posteriormente, foram
calculadas as médias dos valores respeitando a terapia com HU. Foram
desconsiderados os exames bioquimicos e hematoldgicos cujos resultados
estavam dentro de um periodo de 90 dias apds transfusdes sanguineas ou de
eventos clinicos significativos (crise de dor, infeccao grave, sequestro esplénico
agudo e crise aplastica). Os dados foram adicionados num banco de dados no

programa SPSS criado especialmente para a pesquisa.

Exames bioquimicos

O sangue do participante em jejum de 10-12h foi coletado em tubo
contendo 4,5ml de sangue venoso. O soro foi imediatamente separado por
centrifugacdo. As informagdes gerais sobre os exames bioquimicos estdo

descritas na tabela 1.

Genotipagem do polimorfismo rs3918226 do gene NOS3

O sangue periférico foi coletado em tubo contendo anticoagulante EDTA.
Os leucécitos foram separados por centrifugacdo a 3000 rpm por 5 min e
utilizados para extracdo do DNA gendmico (gDNA) utilizando o kit comercial
QIAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®), de acordo com instrugdes do
fabricante. A quantificacao e o grau de pureza do gDNA foram determinados no
espectrofotometro Nano Vue plus (GE®).

Para a genotipagem do SNP rs3918226 do gene NOS3 (Tabela 2)
utilizou-se a metodologia de discriminagao alélica pela Reacao em Cadeia da
Polimerase quantitativa (qPCR) com auxilio de sondas TagMan M GB e um par
de iniciadores validados (ThermoFisher® referéncia 4351379). Estes ensaios
em duplicatas foram desenvolvidos na plataforma do sistema da 7500 Fast
Real-Time PCR (Applied Biosystems®).



Tabela 1: Informacdes dos exames laboratoriais do estudo

Exame Metodologia/Kit ou equipamento Valores de referéncia

Ferro sérico Espectrofotométrica/ WIENER® Ferro: homem: 65 a 175 ug/dL; mulher: 50 a 170 pg/dL
Ferritina Turbidimétrica/ EBRAM® Ferritina: 6 meses a 15 anos: 7-1 pg/L
hemoglobina Fetal Cromatografia :;?glélzglé alta eficiencia/

Hemoglobina 11,00-16,5 g/dL

VCM 80-97 fL

HCM . i . i 26,5-33,5 pg

Leucé?iFos totais Tecnol:g;? ﬂ;’;\crlgwspgga_nﬁglael;%(%metrla 3500-10000 /mms3
Neutrofilos 595-4800/mm3

Mondcitos 300-800/mm3

Plaquetas 150000- 390000/mms3

Coloracao com azul de cresil brilhante

o 4 o
Reticuldcitos 1% Microscopio éptico Olympus® 0,5-1,5%

Homem 1-12 anos: 93-172 mg/dL; mulher 1-12 anos: 86-
Apolipoproteina Al Imunoturbidimetria 179 mg/dL; homem 12-60 anos: 95-186 mg/dL; mulher 12-

60 anos: 101-223 mg/dL
homem 1-12 anos: 48-125 mg/dL; mulher 1-12 anos: 51-
Apolipoproteina B Imunoturbidimetria 126 mg/dL; homem 12-60 anos:49-173; mulher 12- 60
anos: 53-182 mg/dL
método enzimatico colesterol

Colesterol Total oxidase/peroxidase em > 150 mg/dL
espectrofotométro
Ndo-HDL-C Colesterol total - HDL > 130 mg/dL
HDL-C método reativo precipitante < 45 mg/dL
Triglicerideo método enzimatico 0-9 anos: = 100 mg/dL; 10-19 anos: = 130 mg/dL
Bilirrubina Total BT método de Sims/ Horn < 1,20 mg/dL
Bilirrubina Direta BD método de Sims/ Horn < 0,4 mg/dL
Bilirrubina Indireta BI=BT- BD 0,60- 0,90 mg/dL

LDH Enzimatico colorimétrico 2-15 anos: 125,00 a 220,00 U/L
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Tabela 2: Dados do polimorfismo rs3918226 do gene NOS3
Localizacao do

Gene rs Tipo e local da mutagao
SNP
[C/T]
NOS3 rs3918226 7:150993088 transicdo, regido
promotora

Dados extraidos de:<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs3918226 > acesso em
22/10/2019*'SNP: polimorfismo de um Unico nucleotideo; NOS3: nitric oxide synthase 3.

Os resultados dos exames bioquimicos, hematolégicos e das analises
moleculares foram registrados em banco de dados do software Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS), versao 22.0. Dados descritivos
categoricos foram apresentados utilizando frequéncias e dados quantitativos
em média e desvio padrao (Dp).

O tipo de distribuicao dos dados quantitativos, normal ou nao normal, foi
verificado antes de cada andlise de associacdo, utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov ou Shapiro Wilk.

O teste T de Student e teste U de Mann Whitney foram aplicados para
investigar se os parametros hematoldgicos, lipidicos e inflamatodrios diferiram
quanto ao género (feminino e masculino), hidroxiureia (uso e nao uso) e
genotipo (C/T).

Para calculo da frequéncia alélica foi utilizado o teste do qui-quadrado.
Para todos os testes realizados a significancia estatistica foi estabelecida em P
< 0,05.

RESULTADOS

O estudo envolveu a participagao de 126 criangas e adolescentes com
anemia falciforme, sendo 92,2% (n =116) do hemocentro de Governador
Valadares e 7,8% (n = 10) do hemocentro de Uberaba. A idade média dos
participantes foi de 11,90 (dp = 3,97) anos, mediana: 12,44, sendo 52,7% (n
= 68) do sexo masculino. Estavam em terapia de hidroxiureia (HU) 56,34%

dos pacientes (n = 71).
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Nas andlises das médias dos dados hematoldgicos, lipidicos e
inflamatdrios de acordo com o sexo observou-se diferenca significativa apenas
nos lipidios. Em meninas os parametros ApoB e LDL-C e ndo-HDL-C
apresentaram maiores médias se comparados aos meninos (Tabela 3). Mais de
80% dos pacientes apresentavam baixos niveis de HDL-C (< 40 mg/dL).
Triglicerideo aumentado estava presente em 3,48% da populagao estudada.

Ao avaliar os dados hematoldgicos e lipidicos (Tabela 4), observou-se
que no grupo de pacientes que usavam a terapia de HU as médias dos
parametros de HCM, VCM, Hb Fetal, ApoB, CT, LDL-C, ndao-HDL-C estavam
maiores e a contagem de Leucdcitos totais e neutréfilos e os niveis de
bilirrubinas e LDH estavam menores que o grupo de pacientes que nao usavam
o medicamento.

A genotipagem do SNP rs3918226 do gene NOS3 mostrou que as
frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo se encontravam em
equilibrio de Hardy-Weinberg (P >0,05) (Tabela 5). Nao foram detectados
individuos com o gendtipo homozigoto do alelo de menor frequéncia (T) na

populacao estudada.



Tabela 3. Dados hematoldgicos, lipidicos e inflamatorios de pacientes com anemia falciforme de acordo com o sexo.
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Género Masculino Feminino

Parametro N  Média/mediana Dp N  Média/mediana Dp N Médiat/oTa(aIdiana Dp p
Hb g/dL 2 67 8,20 1,43 59 8,36 1,02 126 8,26 1,25 0,183
HCM pg® 67 30,81 3,40 59 31,17 3,79 126 30,97 3,57 0,560
VCM fLP 67 92,45 8,87 59 94,13 11,39 126 93,23 10,13 0,360
Hb Fetal %? 55 11,87 6,50 48 13,95 7,91 103 12,84 7,24 0,270
Reticulécitos%?® 67 5,22 3,03 58 5,16 3,3 125 5,20 3,13 0,562
Leucdcitos totais/mm3" 67 11504,23 3445,91 59 10907,63 2949,21 126 11224,88 3224,08 0,302
Neutréfilos/mm3P 67 6074,54 2134,12 59 6019,14 2245,62 126 6048,59 2178,39 0,887
Mondcitos/mm?>2 67 490,11 319,45 59 445,17 362,79 126 469,07 340,04 0,239
Plaquetas/mm?>x10*® 67 488 138 58 466 131 125 478 135 0,363
Ferro pg/dL? 61 89,22 39,91 55 96,51 44,62 116 92,69 42,18 0,445
Ferritina pg/dL? 62 246,08 328,12 56 269,79 354,47 118 257,33 339,62 0,501
ApoAl mg/dL? 43 103,84 11,15 33 105,32 15,16 76 104,48 12,98 0,929
ApoB mg/dL" 43 58,07 15,57 33 68,76 18,23 76 62,71 17,49 0,007*
C mg/dL? 48 119,3 18,21 38 127,1 22,08 86 122,74 20,27 0,106
HDL- mg/dL" 48 38,76 7,31 38 37,61 3,33 86 38,25 6,87 0,292
LDL-C mg/dL" 41 62,06 15,52 33 73,82 21,39 74 67,31 19,16 0,008*
NJo-HDL-C mg/dL? 44 80,86 18,42 33 90,85 22,93 77 85,14 20,94 0,033%
TG mg/dL? 48 88,38 45,60 38 83,16 23,31 86 86,07 37,34 0,557
BT mg/dL? 39 2,67 1,65 31 2,31 1,17 70 2,51 1,47 0,615
BD mg/dL® 39 0,54 0,19 31 0,49 0,15 70 0,52 0,16 0,415
BI mg/dL? 39 2,12 1,55 31 1,81 1,09 70 1,99 1,36 0,582
LDH U/L2 30 571,95 202,53 32 512,33 174,79 71 545.08 191,47 0,138

Fonte: proéprio autor. N - nimero de pacientes; Hb: hemoglobina; HbF: hemoglobina Fetal; VCM: volume corpuscular médio: HCM: hemoglobina corpuscular média; APOA1:
apolipoproteina Al; APOB: apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL-C: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; Ndo-HDL-C = colesterol total -
HDL-C; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase. a: Teste U de Mann-Whitney; b: Teste T de Students; N:
Numero de participantes; Dp: desvio padrdo; p: valor de p; *: diferencga significativa (P<0,05)
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Tabela 4. Parametros hematoldgicos, lipidicos e inflamatdrios de individuos com anemia falciforme de acordo com a

terapia de hidroxiureia.

Uso de HU Sem uso de HU P
Parametro N Média/mediana Dp N Média/mediana Dp
Hemoglobina g/dL ® 71 8,44 1,13 55 8,05 1,36 0,098
HCM pgP® 71 31,12 3,52 55 29,51 3,11 <0,001*
VCM fL° 71 97,36 9,79 55 87,93 7,87 <0,001*
Hb Fetal %? 69 14,03 7,14 34 10,44 6,91 0,005%*
Reticuldcitos %*? 70 5,05 2,98 55 5,39 3,36 0,628
Leucdcitos totais/mm?3® 71 10579,00 3131,93 55 12058,71 3176,47 0,010%*
Neutrdfilos/mm?3® 71 5575,00 2278,12 55 6659,84 1892,57 0,005%*
Monécitos/mm?2 71 426,60 309,93 55 523,85 371,06 0,079
Plaquetas/mm?®x 10°° 71 482,70 147,14 54 471,77 117,99 0,655
Ferro pg /dL? 66 89,12 43,32 50 97,37 40,62 0,136
Ferritina pg /dL? 68 274,70 332,44 50 233,78 351,15 0,471
ApoA1l mg/dL® 43 106,40 12,94 33 102,05 12,80 0,155
ApoB mg/dLP" 43 66,78 17,96 33 57,38 15,53 0,019%*
Colesterol total mg/dL? 50 126,80 20,78 36 117,16 18,38 0,021%*
HDL-C mg/dL? 50 39,15 6,32 36 37,00 7,48 0,073
LDL-C mg/dL? 41 72,55 18,97 33 60,80 17,58 0,003*
Ndo-HDL-C mg/dL? 44 89,20 21,80 33 79,73 18,69 0,044%*
Triglicerideos mg/dL? 50 81,46 25,93 36 92,46 48,69 0,739
Bilirrubina total mg/dL?® 40 1,83 0,91 30 3,42 1,57 <0,001%*
Bilirrubina direta mg/dL® 40 0,45 0,16 30 0,60 0,17 0,001%*
Bilirrubina indireta mg/dL? 40 1,35 0,82 30 2,81 1,50 <0,001%*
LDH U/L® 40 494,80 151,41 31 610,00 219,10 0,011%

Fonte: préprio autor. N — nimero de pacientes; HU- hidroxiureia; HbF: hemoglobina Fetal; VCM: volume corpuscular médio: HCM: hemoglobina corpuscular
média;; APOAL: apolipoproteina Al; APOB: apolipoproteina B; HDL-C: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; Nao-HDL-C =
colesterol total - HDL-C.; LDH: lactato desidrogenase; a: Teste U de Mann-Whitney; b: Teste T de Students; N: NUmero de participantes; Dp: desvio padrao;
P: valor de P; *: diferencga significativa (P <0,05).
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Tabela 5. Frequéncias genotipicas e alélicas do SNP rs3918226 de NOS3
Anemia Falciforme N = 125
Gendtipos do gene

NOS3 rs3918226 Frequéncia N P
(C/T)
CC 0,904 113
CT 0,096 12 0,572
TT 0 0
TT x (CC + CT) 0x0,904 0x113
0,904 x 113 x
CCx (TT + CT) 0.096 12
Alelos
C 0,952 226
T 0,048 12

Fonte: proprio autor. N: nimeros de individuos que realizaram a analise. Teste Qui-quadrado P > 0,05.

As andlises de distribuicdo entre os parametros hematoldgicos, lipidicos e
inflamatdrios de todos os participantes com anemia falciforme de acordo com
genotipo da variante rs3918226 NOS3 mostrou que ndo houve diferenca entre
as médias dos parametros laboratoriais. No entanto, diferencas significativas
foram observadas nos parametros hematoldgicos e lipidicos para os genétipos
do SNP rs3918226 nos participantes do sexo feminino (Tabela 6). Os niveis de
ferro e ferritina nos participantes do sexo feminino de genétipo CT estavam
reduzidos e os niveis de plaquetas estavam aumentados se comparados ao
genodtipo CC. Embora nos meninos esse tenha sido também o comportamento
dessas variaveis, as diferencas nao alcancaram significancia.

As analises de distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo rs3918226 em
relagdo a terapia com hidroxiureia e dados hematoldgicos, lipidicos e
inflamatdrios mostraram que, em individuos de gendtipo CT que faziam uso de

HU, havia menor contagem de reticuldcitos (Tabela 6).
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Tabela 6. Distribuicao dos gendtipos do SNP rs3918226 NOS3 por sexo e parametros laboratoriais de individuos com
anemia falciforme.

Género Masculino Feminino
cC cT p cC cT P
Parametro N Média/mediana Dp N Média/mediana Dp N Média/mediana Dp N Média/mediana Dp
Hemoglobina g/dL®® 60 8,15 1,42 7 8,64 1,46 0,259 53 8,34 1,05 5 8,56 0,83 0,653
HCM pg®® 60 30,96 3,40 7 29,38 3,13 0,247 53 31,24 3,79 5 30,98 4,47 0,881
VCM fLbP 60 92,62 9,13 7 90,99 6,75 0,646 53 94,18 11,38 5 95,60 13,17 0,791
Hb Fetal %** 50 11,82 6,76 5 12,56 3,20 0,367 45 13,87 8,05 3 15,17 6,13 0,489
Reticuldcitos %2 60 5,29 3,04 7 4,47 3,05 0,545 53 5,30 3,33 4 4,08 3,29 0,279
Leucdcitos totais/mm?3*? 60 11487,00 3304,20 7 11654,00 4819,50 0,904 53 11014,00 2931,90 5 9999,00 3591,60 0,470
Neutréfilos/mm?3b® 60 6159,10 2138,30 7 5350,20 2110,30 0,347 53 6048,10 2277,06 5 5881,00 2345,50 0,876
Monocitos/mm?322 60 480,39 320,05 7 573,39 331,15 0,436 53 457,65 379,02 5 297,30 99,07 0,483
Plaquetas x 103/mm?3®® 60 495,68 135,00 7 424,35 160,65 0,199 52 452,58 121,36 5 571,78 181,75 0,049*
Ferro pg /dL™ 55 89,00 40,47 6 91,31 37,87 0,894 51 100,18 43,64 4 49,78 30,86 0,028%*
Ferritina pg /dL™® 55 244,05 342,46 7 262,12 196,77 0,714 51 272,52 369,74 5 241,70 133,13 0,020%
ApoA1l mg/dL"2 38 103,70 10,82 5 104,80 15,01 0,84 28 104,68 14,60 5 109,00 19,51 0,715
ApoB mg/dL"® 38 56,83 15,56 5 67,40 13,49 0,156 28 68,29 19,15 5 71,40 13,00 0,731
CT mg/dL®® 42 118,54 18,36 6 124,75 17,63 0,29 33 125,92 22,84 5 134,80 15,85 0,310
HDL-C mg/dL"? 42 39,06 7,70 6 36,67 3,13 0,457 33 37,05 495 5 41,20 12,56 0,675
LDL-C mg/dL"? 36 60,82 15,77 5 70,88 10,88 0,178 28 73,04 22,19 5 78,28 17,68 0,509
Ndo-HDL-C mg/dL #® 39 79,79 18,34 5 89,20 18,82 0,26 28 90,36 23,72 5 93,60 19,96 0,643
TG mg/dL 2P 42 88,25 46,57 6 89,17 42,13 0,988 33 84,14 24,38 5 76,60 14,49 0,507
BT mg/dL® 35 2,66 1,62 4 2,64 2,21 0,738 26 2,22 1,19 5 2,77 1,03 0,335
BD mg/dLbb 35 0,52 0,18 4 0,57 0,10 0,724 26 0,48 0,16 5 0,53 0,093 0,547
BI mg/dL®* 35 2,14 1,49 4 2,07 2,17 0,639 26 1,71 1,11 5 2,23 0,94 0,159
LDHb2 35 588,49 203,42 4 427,25 139,85 0,133 27 506,89 187,98 5 541,80 72,25 0,183

Fonte: proprio autor. N - numero de pacientes; HbF: hemoglobina Fetal; VCM: volume corpuscular médio: HCM: hemoglobina corpuscular média; APOAL:
apolipoproteina Al; APOB: apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL-C: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; N3o-HDL-C =
colesterol total - HDL-C; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase; .a: Teste U de Mann-
Whitney; b: Teste T de Students; N: Namero de participantes; Dp: desvio padrao; P: valor de P. Significancia P<0,05
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Tabela 7. Distribuicdo dos gendtipos do SNP rs3918226 gene NOS3 com parametros laboratoriais de individuos com

anemia falciforme de acordo com a terapia de hidroxiureia

Uso HU Sem uso de HU
cC CT p cC CT P
Parémetro N mediana % N fediana  DP N medama ®° N mediona 0P

Hemoglobina g/dL »2 64 8,37 1,18 7 8,92 0,66 0,228 49 8,05 1,36 5 8,13 1,65 0,908
HCM pg®® 64 32,27 3,44 7 30,74 4,26 0,281 49 29,59 3,20 5 29,10 2,66 0,742
VCM fLbP 64 97,46 9,77 7 96,43 10,70 0,797 49 88,00 8,17 5 87,98 5,76 0,994
Hb Fetal %" 62 14,01 7,44 7 14,37 3,88 0,899 33 10,51 7,00 0 - - -

Reticuldcitos % 2 64 5,23 2,96 6 3,12 2,48 0,041* 49 5,40 341 5 5,8 3,11 0,707
Leucécitos totais/mm3®® 64 10576 2980,18 7 10607,62  4602,27 0,98 49 12164,87 3121,97 5 11463,5 417534 0,644
Neutréfilos/mm32P 64 5648,1 2299,28 7  4908,2 2112,33 0,325 49 6706,45 1912,64 5 6500,2 1961,28 0,82
Mondcitos/mm?322 64 421,17 309,51 7 476,51 334,18 0,576 49 533,16 385,83 5 432,95 246,95 0,772
Plaquetas x 103/mm3* 64 481,73 144,29 7 491,62 184,00 0,867 48 467,59 109,24 5 477,61 191,48 0,304
Ferro ug /dL@P 61 90,71 42,70 5 69,94 51,44 0,285 45 99,38 41,48 5 79,45 28,98 0,303
Ferritina pug /dL™? 61 275,94 344,96 7 263,24 209,61 0,60 45 233,07 369,37 5 240,19 99,10 0,108
ApoA mg/dL PP 38 106,79 13,55 5 103 6,60 0,545 28 100,50 9,91 5 110,80 23,12 0,098
ApoB mg/dL PP 38 65,91 18,41 5 73,4 13,75 0,388 28 55,95 159 5 65,40 11,49 0,216
CT mg/dL™ 44 126,08 21,06 6 131,75 19,43 0,421 31 115,67 18,69 5 126,40 14,73 0,175
HDL-C mg/dL ® 44 39,60 6,51 6 35,82 3,42 0,21 31 36,15 6,42 5 42,20 11,89 0,175
LDL-C mg/dL 32 36 71,45 19,36 5 80,44 15,2 0,217 28 59,39 18,18 5 68,72 12,16 0,093
N&o HDL-C mg/dL 39 87,98 22,01 5 98,60 19,39 0,189 28 78,93 19,27 5 84,20 16,12 0,575
TG mg/dL 44 80,50 25,34 6 88,50 31,49 0,53 31 94,89 50,61 5 77,40 34,82 0,396
BT mg/dL?3P 35 1,81 0,9 5 1,97 1,10 0,781 26 3,37 1,61 4 3,66 1,61 0,753
BD mg/dL pp 35 0,46 0,17 5 0,52 0,11 0,436 26 0,60 0,18 4 0,60 0,07 0,97
BI mg/dL 22 35 1,34 0,82 5 1,45 1,03 0,843 26 2,79 1,51 4 3,06 1,59 0,617
LDH U/dLb? 35 490,7 155,76 5 523,2 127,07 0,659 25 633,63 222,83 1 450,50 103,91 0,12

N - ndmero de pacientes; HU- hidroxiureia; HbF: hemoglobina Fetal; VCM: volume corpuscular médio: HCM: hemoglobina corpuscular média;; APOA1:
apolipoproteina Al; APOB: apolipoproteina B; N&o-HDL-C: nao lipoproteina de alta densidade; HDL-C: lipoproteina de alta densidade; LDH: lactato
desidrogenase;.a: Teste U de Mann-Whitney; b: Teste T de Students; N: Nimero de participantes; Dp: desvio padrdo; p: valor de P; significancia P<0,05.
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DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito da terapia de hidroxiureia e do
polimorfismo rs3918226 do gene NOS3 nos parametros hematoldgicos,
lipidicos e inflamatdrios em criancas e adolescentes com anemia falciforme.

A presenca de HDL-C (< 40 mg/dL) baixo foi observado em mais de 80%
dos individuos estudados, condizente com outros estudos®®!®4%43  Triglicerideo
aumentado estava presente em apenas 3,48% da populagao estudada. Um dos
principais achados nos pacientes com anemia falciforme é o fendtipo da
dislipidemia, caracterizada pela hipocolesterolemia e hipertrigliceridemia.
Baixos niveis de HDL-C foram associados com marcadores laboratoriais de
gravidade e crise vaso-oclusiva na doenca falciforme'?, mas seu mecanismo ou
o impacto dele nas complicacdes da doenga ainda permanecem inconclusivos.
Foi proposto que a hipocolesterolemia associada a anemia falciforme é
consequéncia da prdpria anemia e ndo devido a eritropoiese aumentada®®.
Como os gldébulos vermelhos nao sintetizam o colesterol, é provavel que uma
reducao na remocao do colesterol da membrana ou na troca de lipoproteinas
plasmaticas** seja provavelmente devida a alteracdes causadas na membrana
pela desoxigenacdo das células sanguineas®. Por outro lado, a
hipocolesterolemia caracterizada pelo baixo HDL-C, como observado neste
trabalho em pacientes com DF, pode ser um reflexo do aumento da captagao
de colesterol pelos globulos vermelhos e da transferéncia reduzida de
colesterol para o HDL-C circulante*®. Mais recentemente, foi sugerido que a
triade persistente de hemodlise, estresse oxidativo e inflamagao na DF poderiam
causar mudanca estrutural e consequente disfuncao no HDL-C. Assim, tal
situagao levaria a uma redugcao no transporte reverso de colesterol,
contribuindo para a hipocolesterolemia na DF*’.

Na populacao pediatrica estudada, os niveis de APOB, LDL-C e ndao-HDL-
C foram significativamente maiores em meninas, semelhante ao que foi
observado em populacdo adulta®®. Poderia ser investigado se estas diferencas
encontradas nas meninas permanecerao na idade adulta e se refletirdo nas

complicacdoes da anemia falciforme.
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A hidroxiureia aumenta a sintese de HbF reduzindo a gravidade da
doenca, diminuindo os niveis de hemoglobinas S. Com a diminuicdo da
Hemoglobina S, ha uma menor polimerizacdo, menor falcizacdo dos eritrocitos
diminuindo as crises vaso-oclusivas e hemdlise!®?°, A terapia com o uso de HU
afetou os niveis de HCM, VCM, HbF que se mostraram maiores naqueles que
faziam uso do medicamento. Os marcadores de hemdlise e inflamacao
(leucécitos totais, neutrdéfilos, bilirrubinas e LDH) também sofreram reducgao
com o uso da HU. Nossos dados foram semelhantes aos de Ware et al*® que
também mostraram que a HU aumentou o VCM, HbF e reduziu os leucdcitos
totais e neutrdéfilos. O mecanismo de acdo da HU consiste em inibir a sintese e
o reparo do DNA nas células e, consequentemente a divisao celular por meio
da enzima ribonucleotideo redutase impedindo a conversao de ribonucleotideos

2051 'Desse modo, o achado de maiores niveis de

em desoxirribonucleotideos’
HbF era esperado nos pacientes que fazem uso dessa terapia. Sabe-se que
altos niveis de HbF sdo responsaveis por reduzir a gravidade da doenca
falciforme, diminuindo os niveis de HbS?°. A diminuicdo de HbS leva a menor
polimerizacdo, desencadeando menor falcizacdo das hemacias, o que acarreta
menos crises vaso-oclusivas e hemolise. Deste modo, justificam-se os menores
indices de mediadores inflamatérios (neutrdfilos e leucdcitos totais) e
hemoliticos (bilirrubinas e LDH) encontrados neste estudo nos pacientes que
utilizavam a HU.

Os niveis dos lipidios CT, LDL-C, ndo-HDL-C, e ApoB estavam
aumentados nos pacientes que faziam terapia de HU. O estudo desenvolvido

|52

por Yahouédéhou et al’>* mostrou que o uso de HU reduziu os niveis de CT,

LDL-C e TG mas, os niveis de HDL-C estavam aumentados. Porém, nos
estudos de Daak et al*® e Teixeira e t al®®> ndo foram encontradas diferencas
nos niveis lipidicos de pacientes em uso e ndo uso de HU. Como o mecanismo
de HU ndo esta diretamente implicado na alteracao do metabolismo de lipidios,
os resultados, aparentemente contraditérios, poderiam ser reflexos da
mudanca de estado nutricional ao qual os pacientes experimentam diante do
uso do medicamento e outros fatores ambientais e genéticos envolvidos na

resposta ao farmaco.
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Avaliando conjuntamente os marcadores de hemdlise e de inflamagao
com os de lipidios nos grupos que usavam ou ndao HU notou-se que a
gravidade hemolitica e inflamatéria acompanhou a hipocolesterolemia nos
pacientes que nao usavam HU. Portanto, o medicamento diminui a gravidade
da anemia e, consequentemente, poderia influenciar na homeostase dos
lipidios.

Muitas variantes foram descritas no gene NOS3 e nds avaliamos um SNP
de transicao na regiao promotora g.-665C>T rs3918226. A genotipagem do
SNP rs3918226 de NOS3 mostrou que a frequéncia do alelo T na nossa
populacdo com DF foi de 0,05. A frequéncia desse alelo varia entre as
populacdes de 0,029 a 0,085%*. Na populacdo europeia a frequéncia deste
alelo foi de 13,8% e 8,9% de casos e controles, respectivamente®’.

Na populacao total do estudo nao foram encontradas diferengas entre os
gendtipos CC e CT de rs3918226 e as médias dos parametros laboratoriais,
mas nas meninas de gendtipo CT os niveis de ferro e ferritina estavam
menores e a contagem de plaquetas aumentada. Embora os parametros de
ferritina indiguem menor grau de inflamacao, a presenca do alelo T que esta
relacionado a menor expressdao de NOS3 e, portanto, a baixa sintese de NO
poderia levar a menor expressao de ferritina o que esta de acordo com dados
da literatura®>. Por sua vez, o maior nimero de plaquetas observado poderia
ser explicado também pela baixa disponibilidade de NO causada pela presenca
da variante T do SNP rs3918226 uma vez que NO reduz a ativacao de
plaquetas e trombose °°.

Embora a contagem média de reticuldcitos ndo tenha sido afetada pelo
uso de HU, foi observado que esses estavam mais altos em individuos de
gendtipo CC e que faziam uso de HU. Ou seja, nos seis pacientes de genétipo
CT que faziam uso de HU o numero de reticuldcitos foi menor que nos de
gendtipo CC e no grupo que nao fazia uso da HU nao houve diferenca. Noés
ndo encontramos relatos do efeito desse polimorfismo com reticuldcitos.
Embora seja esperado que o uso de HU melhore os parametros laboratoriais de
hemolise na DF e, portanto, haja uma diminuicdo nos niveis de reticulécitos, a

relacdo entre o gendtipo CT de rs3918226 com essas células jovens pode nao
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refletir o efeito da expressdo de NOS3 e ser um resultado espurio ou
relacionado ao tamanho da amostra visto que outros parametros que poderiam
estar associados a biodisponibilidade de NO ndao foram modificados com a
terapia ou nao com HU. Finalmente, o gene NOS3 ainda nao foi implicado no
metabolismo de hidroxiureia®?.

As limitagbes do presente estudo estao relacionadas ao tamanho da
amostra que contribuiu para nao encontrarmos individuos homozigotos para a
variante T do SNP rs3918226 e assim avaliar se ha relagcbes com os
parametros laboratoriais. Dados das complicacbes clinicas da anemia
falciforme poderiam também agregar mais informacdes aos estudos de

associacao da variante de NOS3.

CONCLUSAO

Nosso estudo com criancas e adolescentes com anemia falciforme
mostrou que uma significativa proporcao apresenta dislipidemia om baixos
niveis de HDL-C, que o uso de hidroxiureia ndo influenciou o perfil lipidico,
diminuiu o grau de hemodlise e de inflamacdo e que o gendtipo CT do
polimorfismo de rs3918226 em meninas é mais frequente naquelas com

menores niveis de ferritina e maior contagem de plaquetas.
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APENDICES
Apéndice A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O menor ,

sob sua responsabilidade, estd sendo convidado(a) como voluntario(a) a
participar do projeto de pesquisa “Estudos diagndstico e avaliativo de
biomarcadores de dislipidemias em individuos com doenca falciforme
(gendtipos HbSS e HbSC) acompanhados nos Hemocentros de Governador
Valadares e de Uberaba da Fundacao Hemominas”. O motivo que nos leva a
desenvolver este projeto é que queremos saber se a quantidade de gorduras
esta relacionada a doenca falciforme; se o paciente tem também a alfa-
talassemia (uma outra forma de anemia hereditaria) além da doenca
falciforme e se algum quadro clinico apresentado estd relacionado a estes

exames.

Para esta pesquisa nos precisamos de sua autorizacao para: 1. coletar seus
dados pessoais, os resultados de exames laboratoriais e clinicos incluindo o de
Doppler transcraniano e outras informacdes que o médico da Fundacao
Hemominas escreveu no prontuario; 2. Coletar sangue para fazer estudos em
laboratério tais como exame genético, gorduras do sangue e outras
substancias; 3. realizar medidas do corpo tais como: peso, altura, quantidade
da gordura do corpo, sendo gordura total além da gordura braco e das costas,
4. conhecer alimentagao do menor; 5. coletar informagdes da situagao social e
econdmica de sua familia. Todas as avaliagdes serao feitas no Hemocentro de
Governador Valadares da Fundagao Hemominas no dia agendado da consulta

meédica.

Para estes objetivos ndés adotaremos os seguintes procedimentos com o

menor.

1. Coletaremos um tubo de 4,5mL de sangue para separar o material
genético, o DNA, e fazer estudos genéticos relacionados a doenca
falciforme. Em outro momento sera coletado um tubo de 4,5 mL para as

andlises de gorduras e outras substancias tais como vitaminas e
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minerais. Se necessario sera coletado um outro tubo de 4,5mL para
complementar as analises. Cada analise sera realizada somente uma
vez. As coletas de sangue vao acontecer durante a coleta de exames de
rotina por um profissional da Hemominas, sendo apenas um tubo por

vVez.

2. Pesagem em balanca, medida da altura em um estadiémetro, medidas
do seu braco utilizando uma fita métrica e avaliagdo da gordura do
braco e das costas utilizando um aparelho chamado adipometro. O
menor devera estar sem sapatos e levantar a blusa para as medidas na
sua presenca. Também iremos realizar um exame chamado
bioimpedancia. Neste exame o menor deverad deitar em uma maca e
serao ligados dois fios chamados eletrodos nos pés e dois nas maos.

3. Avaliacdo da alimentacdo por entrevista com sua participacdo em trés
momentos diferentes, sendo sempre no dia das consultas médicas na
Fundacao Hemominas a pedido do médico que o acompanha. Para esta
avaliacao sera utilizado um kit de medidas caseiras composto por copo,
concha, colher e prato. Além disso, um livro ajudara a definir as porgdes
consumidas através da apresentacdao de imagens com tamanhos
diferentes de porgoes

4, Avaliacdo da situacdo socioeconOmica da familia feita por entrevista
com vocé para obter informacdes relacionadas a quanto tempo de
estudo tem o responsavel pelo menor ou o chefe da familia, quantos
aparelhos domésticos eletroeletronicos tem na casa dentre outras. Nao

sera investigada a renda familiar.

Serdao necessarios em média vinte minutos para realizar cada procedimento

descrito acima.

Para participar deste projeto, o menor sob sua responsabilidade nao terd
nenhum custo, nem receberd qualquer vantagem financeira. Apesar disso,
caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa,

ele tem assegurado direito a indenizacdo. Ele sera esclarecido(a) em qualquer
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aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar.
Vocé, como responsavel pelo menor, podera retirar seu consentimento ou
interromper a participacao dele a qualquer momento, mesmo assinando o
presente termo. A participacdo dele é voluntaria e a recusa em participar ndo
acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que é atendido(a)
pelo pesquisador que irda tratar a identidade do menor com padroes
profissionais de sigilo e confidencialidade. O menor ndo sera identificado em

nenhuma publicagao.

Este projeto apresenta poucos riscos para o menor e podemos citar: no
exame de bioimpedancia ndo ha nenhum desconforto, mas em caso de uso de
marcapasso pode afetar sua atividade elétrica. Além disso, existem poucos
estudos utilizando a bioimpedancia em gestantes. Por esta razdo esta
avaliacdo ndo podera ser realizada nestas duas situacOes, inclusive em casos
de risco de gestacdo, mesmo se ainda nao comprovada. Assim, vocé e o
menor a partir de 12 anos deverao assinar uma declaracao sobre esta
situacdo no dia da avaliacdo. O risco de quebra de confidencialidade sera
diminuido com a utilizacdo de cddigos alfanuméricos para identificar as
informacdes de sua avaliacdo, as quais serao incluidas no banco de dados que
estard em um Uunico computador com acesso protegido por senha onde
somente o0s pesquisadores terdao acesso. Caso sejam identificados e
comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé tera assegurado o
direito a indenizacao.

Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados poderao
ajudar o médico a tratar melhor a doencga falciforme; pois pode trazer novos
conhecimentos da doenca. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicao
quando finalizado. Se houver alteragdes significativas, vocé e o menor serdo
orientados a buscar ajuda profissional e receberdao orientacdes através de
material impresso. Orientagdes diretas com um dos membros da equipe
também poderdo ser solicitadas através dos contatos disponibilizados neste

documento.
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Os dados e os instrumentos utilizados no projeto ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apds esse tempo serao
destruidos. Este termo de consentimento de duas paginas encontra-se
impresso em duas vias, sendo que uma copia sera arquivada pelo pesquisador
responsavel, e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardao a sua
identidade com padroes profissionais de sigilo, atendendo a legislacao
brasileira (Resolucdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as

informagdes somente para os fins académicos e cientificos.
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Declaracao de consentimento

Eu, ’
portador(a) do documento de Identidade ,
responsavel pelo menor ,
prontuadrio , residente no endereco (Rua/Av)
NOo. complemento Bairro

Cidade (MG), fone de

contato ( ) fui informado(a) dos objetivos do

presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei
gue a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar a
decisao do menor sob minha responsabilidade de participar, se assim o
desejar. Declaro que concordo com a participacao do menor. Recebi uma via
original deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Local: Governador Valadares, de de 20 .

Nome e Assinatura do(a) Responsavel

Nome e Assinatura do(a) Pesquisador(a)

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera
consultar:

CEP - Comité de Etica em Pesquisa/UFJF

Campus Universitario da UFJF

Pro-Reitoria de Pesquisa

CEP: 36036-900

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesg@ufif.edu.br

CEP-Comité de Etica em Pesquisa/Hemominas

Alameda Ezequiel Dias,321-Santa Efigénia—Belo Horizonte -Minas Gerais.
CEP30130-110

Fone:(31)3768-4587

Pesquisador Responsavel: CIBELE VELLOSO RODRIGUES

Endereco: Av. Dr. Raimundo Monteiros Rezende, 330-Centro, CEP: 35010-177
Governador Valadares/ MG, Fone: (33) 91506745,

E-mail: cibele.velloso@ufjf.edu.br
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Apéndice B
TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do projeto de
pesquisa “Estudos diagndstico e avaliativo de biomarcadores de dislipidemias
em individuos com doenca falciforme (gendtipos HbSS e HbSC) acompanhados
nos Hemocentros de Governador Valadares e de Uberaba da Fundacao
Hemominas”.

Para esta pesquisa nds precisamos de sua autorizacdo para:1. coletar seus
dados pessoais, os resultados de exames laboratoriais e clinicos incluindo o de
Doppler transcraniano e outras informacdes que o médico que o atende na
Fundacdo Hemominas escreveu no seu prontuario médico; 2. Coletar um
pouco do seu sangue para fazer estudos em laboratério tais como gorduras do
sangue e outras substancias; 3. realizar medidas do seu corpo tais como:
peso, altura, quantidade da gordura do corpo, sendo gordura total além da
gordura braco e das costas, 4. conhecer sua alimentacao; 5. coletar
informac0des da situacdo social e econdmica de sua familia. Todas as avaliacoes
serao feitas no Hemocentro de Governador Valadares da Fundagao Hemominas
no dia agendado de sua consulta médica.

Os procedimentos que serao realizados com sua participagao serao:

1. Coleta de um tubo de 4,5 mL de sangue para separar o material genético, o
DNA, e fazer estudos genéticos relacionados a doenca falciforme. Em outro
momento sera coletado um tubo de 4,5 mL para as analises de gorduras e
outras substancias tais como vitaminas e minerais. Se necessario sera coletado
um outro tubo de 4,5mL para complementar as anadlises. Cada analise sera
realizada somente uma vez. As coletas de sangue vao acontecer durante a
coleta de exames de rotina por um profissional da Hemominas, sendo apenas
um tubo por vez.

2. Medidas do corpo: pesagem em balanca, medida da sua altura em um

estadiometro, medidas do seu braco utilizando uma fita métrica e avaliacdo da
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gordura do braco e das costas utilizando um aparelho chamado adipometro.
Vocé deverda estar sem sapatos e levantar a blusa para as medidas na
presenca de seu responsavel. Também iremos realizar um exame chamado
bioimpedancia. Neste exame vocé devera se deitar em uma maca e serdao
ligados dois fios chamados eletrodos nos seus pés e dois nas suas maos.

3. Avaliagcdo da alimentacdao através de entrevista com vocé e com o seu
responsavel em trés momentos diferentes, sendo sempre no dia das consultas
médicas na Fundagao Hemominas a pedido do médico que o acompanha. Para
esta avaliacdo sera utilizado um kit de medidas caseiras composto por copo,
concha, colher e prato. Além disso, um livro ajudard a definir as porgoes
consumidas através da apresentacao de imagens com tamanhos diferentes de
porgoes.

4. Avaliacdo da situacao socioecondmica de sua familia feita por entrevista
com o responsavel por vocé para obter informagdes relacionadas a quanto
tempo de estudo tem seu responsavel ou chefe da familia, quantos aparelhos
domésticos eletroeletronicos tem na casa dentre outras. N3o sera investigada
a renda familiar.

Serao necessarios em média vinte minutos para realizar cada procedimento
descrito acima.

A sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndao acarretara
qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que € atendido(a) pelo
pesquisador que ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e
assinar um termo de consentimento. Vocé ndo tera nenhum gasto, nem
recebera qualquer dinheiro. Vocé sera esclarecido(a) de qualquer coisa que
desejar saber e pode aceitar participar ou ndo. Vocé e o seu responsavel
poderao retirar o consentimento ou interromper a sua participagao a qualquer
momento, mesmo assinando o presente termo. Vocé nao sera identificado em
nenhuma publicagao.

Este projeto apresenta poucos riscos para vocé e podemos citar: dor no local
da picada e formagdao de uma mancha roxa, o hematoma, no local da picada. O

sangue sera coletado por profissional experiente que atende na Fundacao
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Hemominas durante a coleta de sangue para exames de rotina; a mancha roxa
desaparece em alguns dias. O exame da bioimpedancia ndao causa nenhum
desconforto, mas em caso de uso de marcapasso pode afetar sua atividade
elétrica e, em caso de gestantes, existem poucos estudos que utilizaram este
aparelho. Por esta razdo esta avaliacdo ndao podera ser realizada nestas duas
situagdes, inclusive em casos de risco de gestacao, mesmo se ainda nao
comprovada. Assim, vocé e seu responsavel deverao assinar uma declaragao
sobre esta situacao no dia da avaliacao. O risco de quebra de confidencialidade
sera diminuido com a utilizagdo de coédigos alfanuméricos para identificar as
informacdes de sua avaliacao, as quais serdo incluidas no banco de dados que
estarda em um Unico computador com acesso protegido por senha onde
somente o0s pesquisadores terao acesso. Caso sejam identificados e
comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé terd assegurado o
direito a indenizagao.

Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados poderao
ajudar o seu médico a tratar melhor a doenca falciforme; pois pode trazer
novos conhecimentos da doenca. Os resultados da pesquisa estardao a sua
disposicao quando finalizado. Se houver alteracdes significativas, vocé e o seu
responsavel serdo orientados a buscar ajuda profissional e receberao
orientacbes através de material impresso. Orientagdes diretas com um dos
membros da equipe também poderdao ser solicitadas através dos contatos
disponibilizados neste documento.

Os dados e instrumentos utilizados no projeto ficardao arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apds esse tempo serdao
destruidos. Este termo de consentimento de duas paginas encontra-se
impresso em duas vias, sendo que uma copia sera arquivada pelo pesquisador
responsavel, e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade com padroes profissionais de sigilo, atendendo a legislacao
brasileira (Resolucao N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as

informacdes somente para os fins académicos e cientificos.
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Declaracao de consentimento

Eu, ’
portador (a) do documento de Identidade (se ja tiver
documento), nascido em / / com idade de anos,
prontuadrio , residente no endereco (Rua/Av)
NCH
complemento Bairro Cidade

(MG), fone de contato ( )
fui informado (a) dos objetivos da presente pesquisa, de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei
solicitar novas informagdes, e o meu responsavel podera modificar a decisao
de participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsavel
ja assinado, declaro que concordo em participar dessa pesquisa. Recebi uma
copia deste termo de assentimento e me foi dada a oportunidade de ler e
esclarecer as minhas duvidas.

Local: ,Data: de de 20 .

Assinatura do (a) menor

Assinatura do (a) pesquisador (a)

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera
consultar:

CEP - Comité de Etica em Pesquisa/UFJF

Campus Universitario da UFJF

Pro-Reitoria de Pesquisa

CEP: 36036-900

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesq@ufijf.edu.br

CEP-Comité de Etica em Pesquisa/Hemominas

Alameda Ezequiel Dias,321-Santa Efigénia—Belo Horizonte —Minas Gerais. CEP30130-
110

Fone:(31)3768-4587

Pesquisador Responsavel em GOVERNADOR VALADARES: CIBELE VELLOSO
RODRIGUES

Endereco: Av. Dr. Raimundo Monteiros Rezende, 330-Centro, CEP: 35010-177 -
Governador Valadares/ MG

Fone: (33) 91506745 -

E-mail: cibele.velloso@ufjf.edu.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA

UFJF - UNIVERSIDADE ———
@ ssietsioviro: Uff FEDERAL DE JUIZ DE FORA - “GRgiorqforme
e g

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Estudos diagnéstico e avaliativo de biomarcadores de dislipidemias em individuos com
doenga falciforme (genotipos HbSS e HbSC) acompanhados nos Hemocentros de
Governador Valadares e de Uberaba da Fundagdo Hemominas.

Pesquisador: Cibele Velloso Rodrigues

Area Temética: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de anélise
ética por parte da CONEP;);

Verséo: 8

CAAE: 36767114.1.0000.5147

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Juiz de Fora - ICB

Patrocinador Principal: FUNDACAQ DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.146.315

Apresentagado do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa visando estudo diagnéstico e avaliativo de dislipidemia em individuos com
doanga falciforme.

Este projeto foi anteriormente aprovado (3a. vers&o) e, depois, Jjulgado pendente ao retornar com emenda
em sua 4a. e 5a. versdes. Aprovado na 6a. versdo e 7a. versdes com emendas exigidas pelo CEP da
Fundagéo Hemominas, retorna em 8a. versao com emenda para incorporar novos membros & equipe.
Apresentagdo do projeto esta clara, detalhada de forma objetiva, descreve as bases cientificas que
justificam o estudo, de acordo com as disposigées da Resolugio CNS 466/12 de 2012, item Il

Objetivo da Pesquisa:

Mantido o objetivo geral de projeto aprovado e atendidas as adequagoes especificadas em pareceres
anteriores. O objetivo da pesquisa esta bem delineado, apresenta clareza e compatibilidade com a proposta,
tendo adequagdo da metodologia aos objetivos pretendidos, de acordo com o que prevé a Norma
Operacional CNS 001 de 2013, item 3.4.1 - 4.

Enderego: JOSE LOURENCO KELMER S/N

Bairro: SAOQ PEDRO CEP: 36.036-900
UF: MG Municipio: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)2102-3788 Fax: (32)1102-3788 E-mail: cep.propesq@ufif.edu.br
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;5 Blatalormo
'\ FEDERAL DE JUIZDE FORA- & < Brasi o
MG 2
ontinuiacio do Parecer: 2.146 335
Auséncia TACONTROLEESCOLARadendo2.pdf 02/05/2017 |Cibele Velloso Acsito
18:08:23 _ {Rodrigues

Projeto Detalhado / | Projetodepesquisaadendo2.pdf 02/05/2017 |[Cibele Velloso Aceito

Brochura 18:02:52 |Rodrigues

Investigador -

Folha de Rosto Folha de rosto Projeto Estudos 27/08/2014 Acaite

diagnostico e avaliativo.PDF 16:30:58

Situagdo do Parecer:

Aprovado

N&o

Necessita Apreciagdo da CONEP:

JUIZ DE FORA, 29 de Junho de 2017

Assinado por:
Patricia Aparecida Fontes Vieira
{Coordenador)

Endersco: JOSE LOURENCO KELMER S/N
Bairo:  SAO PEDRO

UF: MG
Tedefone:

Municipio:
(32;2102-3788

CEP: 36,036-900

JUIZ DE FORA
Fax: (32)1102-3788

E-mail: cep.propesg@uiji.edu.br
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= - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
f' e Elaborado peia lnstltuugaa Coparticipame _
; DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesqulsa- Estudos. diagnéstico & avatiativo de blomaroadores de d«shp;demms em mdmduos com
doenga falciforme {gendtipos HbSS e HbSC) acompanhados nos Hemocentros de
Governador Valadares e de Uberaba da Funda¢io Hemominas. )

Pesquisador: Cibele Velloso Hodngues

i Area Temdtica: Genética. ‘Humana: S ot i o
(Trata-se de pesqusa envolvendo Genet:ca Humana que nao necessnla de anahse ’
e e ética por parte da CONEP )
' Versao. i
f CAAE 367671 14: 1 3001 51 18 ;
¢ ‘lnsﬁtul(:ao Proponente Umversndade Federat de Juiz de Fora - lCB :
Patroclnador PrlnclpaI FUNDACAD DE AMPARO A Pr:SQUISA PO ESTADO DE MINAS GERAIS

DADOS ‘DO PARECER

Numero do Parecer T 137 657
: Data da Relatorla. 04/02/2015

Apre_sentag:ao do Projeto,
VAs complicagoes chmcas em individuos com doenga falcxforme (DF), prmmpaimente na anemca\falcsforme
(HbSS) embora pnmaﬂamente decorrentes de uma mutagao Gnica no gene da B-globina, sdo ple:otrép\cas
o e acarretam uma sngnmcatlva redugao da qualidade e expectativa de wda Além disto, geram aumento
consnderavel de custo para o {ratamente e acompanhamento ambulatorsal dos acomeudos pelo Sistema:
: Umco de Saude (SUS). Alem do amp'o espectro de mamfestagoes clinicas, diferencas marcantes Ao nivel
de grawdade entre os individuos acometldos caracterizam a DF pois genes modificadores e fateres néo
genetlcos estao também implicados no fendiipo da doenga.' Var;os marcadores. ¢linicos,. labcratonms e
genéticos ja oram caracterizados na DF e o d;agnosnco desles marcadores deve ser reallzado e suas
: mforma%ées aphca as em populagoes cuja ccrrelagao este;a sngmﬂcauvameme associada ao prognéstvcm.
i cﬁch da doenga Embora varios relatos confirmem que ha um quadro de dtshpldemta [hspocolesterolemta e
vmpermghcendemua (HTG]). prevalente nos pacientes com DF em diferentes popu!aqoes - etnlas ha poucos
* relatos de associagao de po‘lmomsmos de Gnice nucleot:deo (SNPs) de genes relacnonados ao metabohsmo
. de hp:dnos A HTG na DF foi foﬂemente correlac onada com marcadores de g 4

v

- Endereco: Alameda Ezequiel Dias. 321

Bairro: Santa Efigénia CEP: 36,130-110

UF: MG Municipio: BELQ HORIZONTE ; 5 >

Telefone: "(31)378845&7 " Fax: (31)3768 -4600 "+ E.mail: cep@fiemominas.mg.gov.br
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Anexo 11
MANUAL REVISTA HU

Link das normas da revista:

https://periodicos.ufjf.br/public/journals/1/Diretrizesparaautores2019.pdf
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