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RESUMO

A doenga falciforme (DF) é¢ um grave problema de satde publica mundial, com grande impacto
na morbimortalidade da populagdo acometida. Até o momento, a hidroxiureia (HU) ¢é
considerada a terapia farmacoldgica de maior sucesso para a DF, pois promove redugdo do
nimero e gravidade dos eventos falcémicos, melhora os parametros hematoldgicos, reduz o
numero de internagdes ¢ aumenta a expectativa e qualidade de vida dos pacientes. Ainda que
scjam cvidentes os beneficios do tratamento com HU, existe grande variabilidade
interindividual de resposta farmacologica e os fatores genéticos parecem estar associados, em
parte, a essa variagdo. Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar se polimorfismos de
um unico nucleotideo (SNPs) em quatro genes candidatos relacionados a farmacocinética e
farmacodinamica da HU afetam a resposta hematoldgica a tal farmaco. Para tanto, foram
avaliados 185 pacientes com DF tratados (n=93) ou ndo tratados (n=92) com HU. Os niveis
médios de hemoglobina (Hb), hematdcrito (Hct), reticuléticos (Rtc) e leucometria global (LG)
foram medidos em cinco diferentes tempos ao longo de 18 meses, enquanto a concentragio de
hemoglobina fetal (HbF) foi analisada antes e apos o tratamento farmacolégico. Os pacientes
foram agrupados como “respondedores” a HU se os niveis de HbF estivessem maiores que
20%, enquanto aqueles pacientes com niveis inferiores a esse foram considerados como “néo
respondedores”. O DNA genomico foi extraido a partir do sangue total ¢ amostras foram entéo
genotipadas por PCR em tempo real (qPCR) para os polimorfismos G>T (rs1799983) e T>C
(rs2070744) no gene da eNOS, C>T (rs17599586) da ARGI, A>C (1s766432) e G>A
(rs4671393) do BCL114 e G>A (1s9960464) do gene do UTA. As analises de associagfo entre
as variaveis categoricas foram feitas pelo teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Para
as variaveis continuas com distribui¢do normal, as analises foram realizadas utilizando
ANOVA seguido pelo teste t ndo pareado e as varidveis que ndo seguiram distribuicdo normal
foram analisadas pelos testes de Wilcoxon, Kruskal-Wallis seguidos por Mann-Whitney. As
analises por regressdo multivariada e logistica foram realizadas através do método stepwise pelo
software R. A populagdo estudada apresentou idade de 15,8 + 11,3 anos e foi constituida de
54% de voluntarios do sexo masculino. As frequéncias genotipica e alélica para os seis SNPs
estudados apresentaram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg ¢ foram semelhantes aquelas
encontradas em outras populagdes. Pacientes com o genotipo GT para o polimorfismo no
rs1799983 do gene da eNOS apresentaram maiores valores de Hb quando comparados aos
homozigotos para o alelo G (r=0,364; p=0,033). Adicionalmente, a frequéncia dos genotipos
AC e CC no gene BCLIIA (polimorfismo A>C rs766432) foi maior entre os pacientes
respondedores quando comparado ao grupo dos ndo respondedores (p=0,03). Além disso,
pacientes com o gendtipo GA para o polimorfismo no gene UTA também responderam melhor
a terapia com HU quando comparados aqueles com o genotipo GG (p=0,005). Nao foram
encontradas outras influéncias significativas nos demais polimorfismos avaliados apos analise
por regressdo logistica. Em conclusio, este trabalho ¢é pioneiro ao avaliar a influéncia de
polimorfismos nos genes da eNOS, ARG1, BCLI1A4 ¢ UTA na resposta 8 HU em pacientes com
doenga falciforme em Minas Gerais. Os achados nos sugerem que pacientes com gendtipo GT
no rs1799983 do gene da eNOS apresentam maiores valores de Hb quando comparados com
gendtipo GG. Os polimorfismos A>C (1s766432) no gene do BCLIIA (p=0,001) e G>A
(rs9960464) do gene UTA (p=0,005) parecem afetar a resposta hematoldgica a HU, sendo que
pacientes que possuem pelo menos uma cépia do alelo de menor frequéncia possivelmente
apresentam maior chance de resposta ao tratamento farmacoldgico.

Palavras-chave: Doenga Falciforme. Hidroxiureia. Polimorfismo. Farmacogenética.



ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is a serious global public health problem, with great impact on the
morbidity and mortality of the affected population. To date, hydroxyurea (HU) is considered
the most successful pharmacological therapy for SCD since it promotes a reduction in the
number and severity of sickle cell events, improves hematological parameters, reduces the
number of hospitalizations and increases the expectation and quality of life of the patients.
Although the benefits of the treatment with HU are evident, there is a large inter-individual
variability of pharmacological response and genetic factors seem to be partially associated with
this variation. Thus, the aim of the present study is to investigate whether single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in four candidates genes related to the pharmacokinetics and
pharmacodynamics of HU affect the hematological response to such a drug. For this, 185
patients were evaluated with SCD, treated with HU (93) or untreated (92). The mean
hemoglobin (Hb), hematocrit (Het), reticulocytes (Rct) and global leukometry (LG) levels were
measured at five different times over 18 months, while fetal hemoglobin (HbF) levels were
analyzed before and after pharmacological treatment. Patients were grouped as "responders" to
HU if HbF levels were higher than 20%, while those patients with levels below this value were
considered “non-responders”. Genomic DNA was extracted from the whole blood and samples
were then genotyped by real-time PCR (qPCR) for the polymorphisms G>T (rs1799983) and
T>C (1rs2070744) on the eNOS gene, C>T (rs17599586) of ARG gene, A>C (rs766432) and
G>A (rs4671393) of the gene BCL11A4 and G>A (1s9960464) of the UTA gene. The analysis of
the association between the categorical variables was done by chi-square test or Fisher's exact
test. For continuous variables with normal distribution, analyses were performed using
ANOVA followed by the unpaired t-test and the variables that did not follow normal
distribution were analyzed by the Wilcoxon, Kruskal-Wallis tests followed by Mann-Whitney.
The multivariate and logistic regression analyses were performed through the stepwise method
by software R. The population studied presented a mean age of 15.8 + 11.3 years and was made
up of 54% of male volunteers. The genotypic and allelic frequencies for the six SNPs studied
were in Hardy-Weinberg equilibrium and were similar to those found in other populations.
Patients with the GT genotype for rs1799983 polymorphism of the eNOS gene showed higher
Hb values when compared to patients homozygous for the G allele (r=0,364; p=0,033). In
addition, the frequency of AC and CC genotypes in the BCLI1A4 gene (A>C polymorphism
1s766432) was higher among the responders when compared to the non-responders group
(p=0,03). In addition, patients with the GA genotype for the UTA gene polymorphism also
responded better to HU therapy when compared to those with the GG genotype (p=0,005). No
other significant influences were found in the other polymorphisms evaluated after logistic
regression analysis. In conclusion, this work is a pioneer in evaluating the influence of
polymorphisms in eNOS, ARG, BCL11A and UTA genes in the response to HU in patients with
sickle cell disease in Minas Gerais. The findings suggest that patients with the GT genotype
for rs1799983 of the eNOS gene showed higher Hb values when compared to GG genotype.
The A> C polymorphisms (rs766432) in the BCL114 (p=0,001) and G> A gene (1s9960464) of
the UTA gene (p=0,005) appear to affect the hematological response to HU, and patients who
have at least one copy of less frequent allele may present higher chance of respond to
pharmacological treatment.

Keywords: Sickle Cell Disease. Hydroxyurea. Polymorphism. Pharmacogenetics.
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Abreviaturas, siglas e simbolos

A Base nitrogenada adenina

AF Anemia falciforme

ARAB Haplétipo Arabe Indiano

ARGI Gene que codifica a arginase do tipo 1

Asp Aminoécido aspartato

AUC Area sobre a curva

BCLI114 Gene B cel lymphoma 114

BEN Haplétipo Benin

C Base nitrogenada citosina

CAM Haplétipo Camardes

CAR Haplotipo da Republica Centro Africana

CHCM Concentracio de hemoglobina corpuscular média
Chnax Concentracdo plasmatica maxima

cNOS Sintase do oxido nitrico constitutiva

CO, Dioxido de carbono

DF Doenga falciforme

DNA Acido desoxirribonucleico

DTM Dose tolerada maxima

eNOS Sintase do oxido nitrico endotelial

eNOS Gene que codifica a sintase do 6xido nitrico endotelial
G Base nitrogenada guanina

gDNA Acido desoxirribonucleico genémico

Glu Aminoacido glutamato (acido glutdmico)
GM-CSF Fator estimulador de granuldcitos e macrofagos
GSH-Px Glutationa peroxidase

H>0: Peréxido de hidrogénio

Hb Hemoglobina

HbA Hemoglobina normal do adulto A

HbA2 Hemoglobina variante da hemoglobina normal A
HbF Hemoglobina fetal

HbS Hemoglobina variante S



HbSA

HbSC

HbSDpunjab

HbSS
HbSB"-talassemia

HbSp-talassemia

HBA
HBB
HBD
HBG
HBZ
Het
HO
HPLC
HU
HWE
ICC
TL-1
IL-6
iNOS
LCR
LG
mRNA
nNOS

Genotipo heterozigoto para hemoglobina S (trago falciforme)
Gendtipo heterozigoto composto, hemoglobinopatia do tipo SC
Genotipo heterozigoto composto, hemoglobinopatia S com D Punjab
Gendtipo homozigoto para hemoglobina S (anemia falciforme)

Gendtipo heterozigoto composto, hemoglobinopatia S com talassemia
beta mais

Genotipo heterozigoto composto, hemoglobinopatia S com beta
talassemia beta zero

Gene da alfa globina

Gene da beta globina

Gene da delta globina

Gene da gama globina

Gene da zeta globina
Hematocrito

Hidroxila

Cromatografia liquida de alta performance
Hidroxiureia

Equilibrio de Hardy-Weinberg
Insuficiéncia cardiaca congestiva
Interleucina 1

Interleucina 6

Sintase do 6xido nitrico induzivel
Regido controladora de locus
Leucograma

Mensageiro de 4cido ribonucleico
Sintase do 6xido nitrico neuronal
Oxido nitrico

Sintase do 6xido nitrico

Oxigénio

Anion superéxido

Protocolo Clinico e Diretrizes Terap€uticas

Programa Estadual de Triagem Neonatal
Persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal

Programa Nacional de Ateng@o a Doenca Falciforme

Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real



Acido ribonucleico

Ressonancia nuclear magnética

Espécies reativas ao oxigénio

Reticulécito

Haplétipo Senegal

Polimorfismo de nucleotideo tunico
Superdxido dismutase

Sindrome toracica aguda

Base nitrogenada timina

Transplante de células tronco hematopoéticas
Fator de crescimento de células T do tipo beta
Tempo para concentragido plasmatica maxima
Fator de necrose tumoral alfa

Gene que codifica transportadores de ureia A
Aminodcido valina

Moléculas de adesdo celular-vascular

Fator de von Willebrand

Alfa

Beta

Alelo variante beta S

Gama

Delta

Epsilon

Zeta
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1 INTRODUCAO

A doenga falciforme (DF) é uma hemoglobinopatia, a qual se apresenta como um grave
problema de saude publica mundial, com grande impacto na morbimortalidade da populagéo
acometida. Trata-se de um termo que abarca um conjunto de desordens genéticas,
caracterizadas pela presencga de pelo menos um alelo variante da hemoglobina S (HbS) do gene
HBB. A presenca desse alelo variante BS leva a defeitos estruturais na molécula da
hemoglobina, tornando sua estrutura polimerizada e rigida quando desoxigenada, adquirindo
um formato semelhante a uma foice (equivalente ao termo em inglés sickle) (BENDER, 2017).

Os gendtipos HbSS, HbSC, HbSP’-talassemia, HbSP’-talassemia e HbSDpunjab
destacam-se como os de maior importancia em Minas Gerais (SABARENSE, 2014). Dentre
esses, 0s pacientes que possuem a variante S em homozigose (gendtipo HbSS) apresentam o
quadro de anemia falciforme (AF), que revela maior gravidade clinica e hematoldgica dentre
os pacientes com DF (FERNANDES et al., 2010). Por outro lado, pacientes com o gendtipo
heterozigoto apresentando a hemoglobina normal A (HbA) e a forma variante S (HbS) sio
denominados de trago falciforme (HbAS), sendo comumente assintomaticos em condi¢des
fisiologicas (BRASIL, 2015).

Além de anemias que podem variar de intensidade moderada a grave, pacientes com AF
apresentam episodios dolorosos ¢ frequentes de vaso-oclusdo, risco permanente de infecgdes,
de sindrome toracica aguda (STA), de acidente vascular cerebral (AVC), de priapismo e
retinopatia, além de hipertensio pulmonar e danos cumulativos em multiplos o6rgéos
(BENDER, 2017).

Conforme dados da Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), 270 milhdes de pessoas, o
equivalente a 7% da populagdo mundial, carregam genes que codificam para uma hemoglobina
variante (GOMES; CALDEIRA, 2010; SIMOES et al., 2010). No que se refere a AF, ha
estimativas de 250 mil nascimentos anuais, o que corresponde a uma frequéncia de 2,4 criangas
afetadas para cada mil nascimentos no mundo (AYGUN; ODAME, 2012).

No Brasil, o alelo B° foi difundido ao longo de 300 anos de trafico de escravos, da
migracdo interna e da diferente miscigenacdo entre as regides, apresentando distribuicio
bastante heterogénea entre os estados (Tabela 1). Estima-se que o numero de individuos com
trago falciforme seja de mais de 7 milhdes, com prevaléncia na populacdo geral entre 2 e 8%

(FELIX; SOUZA; RIBEIRO, 2010). Adicionalmente, a estimativa da prevaléncia de individuos
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com DF no Brasil ¢ de 25 a 30 mil, com uma incidéncia de 3,5 mil casos a cada ano (BRASIL,
2012).

Na Bahia € observada a maior frequéncia da DF, em torno de 9,8% de pessoas com trago
falciforme (HbAS), o que corresponde a incidéncia de 1:17, enquanto sdo observados 0,2% de
homozigotos (HbSS) correspondente a 1:650 nascidos vivos (Tabela 1). Em contrapartida,
Santa Catarina e Parana apresentam a menor frequéncia de novos casos SS e trago falciforme,
com incidéncia proporcional de 1:13.500 e 1:65, respectivamente (Tabela 1) (ALELUIA et al.,
2017).

Tabela 1: Incidéncia de nascidos vivos com anemia ou trago falciforme em alguns estados brasileiros que
realizam a triagem neonatal

Incidéncia Incidéncia
Estados Anemia Falciforme Tracgo Falciforme

Bahia 1:650 1:17
Rio de Janeiro 1:1.300 1:20
Minas Gerais, 1:1.400 1:23
Pernambuco, Maranhdo e Goias

Espirito Santo 1:1.800 1:28
Sao Paulo 1:4.000 1:30
Rio Grande do Sul 1:11.000 1:35
Santa Catarina e Parana 1: 13.500 1:65

Fonte: Adaptado de Ministério da Saude (2012)

Em Minas Gerais, a prevaléncia do trago falciforme ¢ de 3,3%, com incidéncia de 1:30,
enquanto para a AF é de, aproximadamente, 1:1.400 recém-nascidos vivos (Tabela 1).
Adicionalmente, a distribui¢do da DF nio ¢ uniforme em todo o estado de Minas Gerais, sendo

a incidéncia maior para as regides norte e nordeste (Figura 1).
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Figura 1: Incidéncia da Doenga Falciforme(*) em nascidos vivos, por Diretorias Regionais de Saude (DRS) -
Programa Estadual de Triagem Neonatal - Minas Gerais - 1998/2001

Incidéncia em 100.000

] 1 a 46
0 47 a 53
B 54 a 81
B 32 a 147

(*) Inleui fendtipos: HbSS, Hb SC, Hb S/B%tal, Hb S/Btal, HbS/Dpujap. Fonte: Januario (2002)

Diante do reconhecimento que a DF € prevalente e impactante na satude publica, em
2001, a pesquisa de hemoglobinopatias foi incluida através do Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN), por meio da Portaria n® 822/01, sendo precedido pelo Programa Estadual de
Triagem Neonatal da Secretaria de Saude do Estado de Minas Gerais, que implantou de forma
pioneira a triagem para hemoglobinopatias desde margo de 1998 (SABARENSE et al., 2015).
O PETN-MG abrange todos os municipios do estado, e sua cobertura atual ¢ de 94% de nascidos
vivos (ERIDANI; MOSCA, 2011).

Um relevante estudo surgiu a partir de dados obtidos do referido programa mineiro, o
qual comparou a ocorréncia de dbitos em criancas com DF em dois diferentes periodos do
PETN-MG: entre os anos de 1998 e 2004 (os primeiros seis anos do programa) e entre os anos
de 2006 ¢ 2012 (SABARENSE, 2014). Importantemente, a maioria das criangas com DF foi
triada até 8 dias de vida, revelando o aperfeicoamento do Programa ¢ a maior conscientizagio
dos pais quanto ao diagndstico precoce. Apesar disso, ndo houve redugo da taxa de mortalidade

até sete anos entre os dois periodos avaliados, sendo que essas foram de 5,43% para criangas
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nascidas entre 1998-2005 e de 5,12% para aquelas nascidas entre 2005-2012 (SABARENSE et
al., 2015). Pouco mais da metade de todos os obitos registrados concentraram-se na faixa etdria
até dois anos de idade e 75% ocorreram até cinco anos, sendo a infec¢do a principal causa
atribuida ao desfecho. Adicionalmente, a maioria dos o6bitos (79,3%) ocorreram em criangas
com perfil SS. A sobrevida estimada para essas criangas aos 3 anos foi de 91,4%, com reducéo
para 90% aos 5 anos durante os anos iniciais de existéncia do PETN-MG, ndo havendo
diferenca estatistica significativa em relagdo a esse percentual de sobrevivéncia quando
comparado aos seis anos posteriores. Tais achados refletem que, apesar dos avancos
relacionados ao diagnostico precoce, ndo houve significativo incremento da sobrevivéncia
desses pacientes (SABARENSE, 2014; SABARENSE et al., 2015). Tais taxas de mortalidade
apontadas no estudo s@o superiores a média mundial, na qual as hemoglobinopatias representam
3,4% dos Obitos em criangas abaixo de 5 anos, aproximando-se da taxa de mortalidade
encontrada na Africa, que atinge 5% (ARDUINI et al., 2017).

Dados mais recentes obtidos no estado do Rio de Janeiro apontam que 56,5% das mortes
por DF ocorrem em criangas com até 2 anos de idade e esse indice pode chegar a 76,7% se
considerar criangas até 5 anos (ARDUINI et al., 2017). Diante desse cendrio, faz-se importante
destacar que a expectativa de vida do brasileiro com AF € reduzida a 53 anos, enquanto a média
nacional ¢ de 75 anos de idade (ARDUINI et al., 2017; LERVOLINO et al., 2011; LOBO et
al., 2017).

Seguindo na tentativa de ampliar o cuidado, de melhorar a qualidade de vida e aumentar
a sobrevida dessa populacdo, o Ministério da Saude instituiu a Politica Nacional de Atengéo
Integral as Pessoas com Doenga Falciforme ¢ outras Hemoglobinopatias, mediante Portaria n°
1018/05. Nessa mesma ldogica, foi aprovado o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas
(PCDT) para o tratamento da Doenga Falciforme através da Portaria da Secretaria de Atencéo
a Saude/ Ministério da Satude n° 55/10, o qual fornece orientages capazes de nortear e subsidiar
0 mangjo desses pacientes (BRASIL, 2012).

Nesse contexto, a hidroxiureia (HU) constitui o principal agente farmacoldgico utilizado
no tratamento dos individuos com DF, diminuindo a morbidade e a mortalidade da doenga em
adultos e criangas (BRASIL, 2010). Apesar desses beneficios clinicos, o0 mecanismo através do
qual a HU os exerce ndo sdo completamente conhecidos. Tal fairmaco ¢ um inibidor da
ribonucleotideo redutase, usado também no tratamento de uma séric de desordens

mieloproliferativas. A eficacia da HU ¢ atribuida em parte a sua capacidade de estimular a
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producdo de hemoglobina Hb fetal (HbF), diminuir a concentra¢do de HbS e com isso reduzir
o numero de episddios de crises algicas (ALGIRAIGRI; KASSAM 2017). A capacidade de a
HU em aumentar a HbF varia entre os pacientes, o que sugere que a HU possa beneficia-los
através de mecanismos adicionais. Esses incluem a redugdo do ntiimero de células brancas,
plaquetas e reticulécitos; a redugo na adesdo das células falciformes mediada pela diminuigio
da expressao de moléculas de adeso; além da indugéo da formagio de dxido nitrico (GRAVIA
etal., 2014; RAHIM et al., 2013).

Apesar dos evidentes beneficios do tratamento com a HU, existe grande variabilidade
de resposta farmacologica, sendo que aproximadamente 25% das pessoas ndo apresentam
resposta satisfatéria ao farmaco (QUINN et al., 2010; TEINBERG et al., 2003). Sabe-se que
parte dessa falha na resposta farmacoldgica deve-se a fatores genéticos. No entanto, poucos
ainda sdo os estudos nessa area. Por essa razdo, o presente trabalho tem por objetivo ampliar o
conhecimento acerca da influéncia dos polimorfismos em genes candidatos relacionados a
farmacocinética ¢ farmacodindmica da HU em pacientes com doenga falciforme atendidos no
Hemocentro Regional de Governador Valadares, ampliando assim os dados referentes a

populacido brasileira.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DA HEMOGLOBINA NORMAL AS HEMOGLOBINAS VARIANTES

2.1.1 A molécula de hemoglobina

A hemoglobina (Hb) ¢ uma proteina globular oligomérica que esta presente nos
eritrocitos (hemacias) sendo constituida de quatro subunidades: duas cadeias do tipo alfa-
globina (a)) ¢ duas cadeias do tipo beta-globina (), mantidas em um quaternario proteico por
ligagdes ndo covalentes (LUBERT, 2014; PERUTZ, et al., 1960). A estrutura tetramérica de
formato globular s3o as mesmas nas hemoglobinas embrionarias (Gower-1, Gower-2 e
Portland), nas hemoglobinas Fetal (HbF), HbA e HbA2 (BANK, 2006).

O peso molecular da Hb humana ¢ de aproximadamente 64.500 daltons, com discretas
variagdes entre os diferentes tipos, apresentando o didmetro aproximado de 5,5 nm, com uma
configuragdo globular e ligeiramente achatada. Todas as moléculas de Hb, seja embrionaria,
fetal ou pds nascimento, possuem 574 aminoacidos, onde 282 compdem as globinas a (141
aminoacidos por globina) e 292 na composicdo globinica B (146 aminoacidos por globina)
(NELSON; COX, 2014).

Além das cadeias globinicas, a molécula de Hb contém o grupo heme, formado pelo
grupamento prostético protoporfirina IX que se liga ao 4tomo de ferro em estado ferroso (Fe*?),
onde o Oz vai se ligar. O grupamento heme possui sitios de ligacéo para facilitar a associacéo e
a liberagdo de O para os tecidos e, para cada molécula de Hb, € possivel a combinacdo entre
quatro moléculas de O, simultaneamente. A sintese do grupo heme ocorre nas mitocondrias ao
mesmo tempo em que sdo produzidas as globinas a e B (LUBERT, 2014).

A estabilidade molecular das diferentes hemoglobinas (embrionarias, fetal, A e A2)
dependem do arranjo estrutural que compde as duas cadeias globinicas (a e P) e, apesar das
sequéncias de aminoacidos dessas cadeias serem diferentes, as estruturas tridimensionais desses
dois grupos sdo muito parecidas. A conformacfo globular se deve a extensa disposicido
helicoidal dos polipeptideos que compdem as globinas e representa 75% do total da sua
estrutura (CHINELATO, 2014; CHINELATO; CARROCINI; BONINI-DOMINGOS, 2011).
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A sintese das cadeias globinicas requer um rigoroso controle genético, sendo que os
genes responsaveis estfo separados em dois agrupamentos (clusters). No cluster o se encontram
o gene HBA que codifica cadeias do tipo alfa e o gene HBZ responsavel por codificar globinas
do tipo C (zeta), estes se encontram na regido telomérica do brago curto do cromossomo 16
(16p13.3) em um segmento de 40 kilobases (kb) do DNA. Por outro lado, a produgdo de
globinas do tipo v (gama) € controlada pelo gene HBG, globinas do tipo o (delta) pelo gene
HBD, globinas do tipo & (épsilon) pelo gene HBE e o gene HBB codifica as globinas P, esses
constituem o cluster B que se situa no brago curto do cromossomo 11 (11p15.5) em um
segmento de DNA de 60 kb (Figura 2) (FRIEDRISCH, 2015).

Existe um complexo sistema de supresséo e ativagdo génica que determina a ontogenia
humana e ¢ responsével pelas combinagdes de diferentes cadeias globinicas (Figura 2). A
hematopoese se inicia no saco vitelino, durante o periodo embrionario, com predominio de
hemoglobinas do tipo Gower-1 (62¢2), Portland-1 (62y2), Gower-2 (02€2) ¢ Portland-2 (62[32),
que permanece até o terceiro més de gestagdo. A partir dai, observa-se uma produgio elevada
de cadeias o e y ainda intra utero para formar a hemoglobina fetal (HbF - a2y2) (SANKARAN
etal., 2010).

A baixa afinidade pelo O presente nas hemoglobinas Gower-1 e 2 permite uma rapida
liberacdo de O2 nas fases embrionarias iniciais. A Hb do tipo Portland-1 por apresentar globina
vy em sua composi¢do possui maior afinidade pelo Oz e sua presenca estd na transicdo entre
embrido e feto. Na fase fetal, ha predominio da HbF, com alta afinidade pelo O> que € muito
requerido nessa fase do desenvolvimento (BANAN, 2013).

A HDF predomina durante a maior parte do periodo fetal ¢ ainda no recém-nascido, com
um declinio para pequenas concentragdes até o primeiro ano de vida em individuos sem
disfun¢des. Por sua vez, enquanto a HbF € suprimida, ocorre a sintese de HbA (02B2) e HbA2
(0262), que permanecem pela vida adulta. Apds o primeiro ano de nascimento ocorre a
prevaléncia de HbA que compde mais de 95% de Hb totais, enquanto a HbA2 fica em torno de
3% e a HbF quase desaparece com indice inferior a 2% (Figura 2) (SANKARAN; ORKIN,
2012).
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Figura 2: Ontogénese das cadeias globinicas e l6cus do gene da -globina

Baco Vitslino Figfén BI‘G Madila Tea
100
5
R
.
8
&b
w1
4
w
L
H
(4]
T T I T T s Tal¥ I I T T I T T
0 3 6 9 12 mpass
Idade gestacional em meses
Locus do gene P globinas
> , - &
iR 22t = &t Ar & B o
T | [ — i |
(- L
LCR HS Embrionaria Fetal Adutto 3'HS1

Representag@o esquematica das fases do desenvolvimento ontogénico das cadeias globinicas desde o periodo pré
nascimento até a primeira infancia, com os principais sitios de eritropoese e distribuicdo dos niveis das diferentes
globinas em porcentagem. Logo abaixo o Cluster de genes da p-globina (g, v, 6, ¢ B) com sua respectiva regido
controladora do /ocus (LCR) importante regulador na expressdo desses genes, localizados no cromossomo 11.
Fonte: Adaptado de Sankaran; Orkin (2012)

A HDbA ¢ a molécula mais representativa apos o nascimento e evolutivamente a mais
capaz para desempenhar fungdes como o transporte de gases e a participagdo no controle do pH
sanguineo (equilibrio acido-basico). A HbA ¢ considerada o padrio fisico-quimico, genético e
molecular e, a partir dela, todos os outros tipos de Hb, quer sejam normais, variantes ou
instaveis, tém suas estruturas moleculares ¢ demais atividades a ela comparada (NAOUM;
NAOUM, 2004).

Apesar das diferentes fungdes apresentadas pelas diferentes moléculas de hemoglobina
ao longo do desenvolvimento humano, as cadeias globinicas apresentam estruturas bastante

similares, o que sugere que tenham vindo de um ancestral comum (NAGEL et al., 2003).
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2.1.2 Hemoglobinopatias e a Doenca Falciforme

Hemoglobinopatias sdo alteracdes que afetam as hemoglobinas e tanto podem envolver
a sintese estrutural ou quantitativa dos aminoacidos que formam as cadeias globinicas, ou
mesmo as moléculas e enzimas que participam da formagdo do grupo heme. As alteracdes
globinicas muitas vezes acontecem por modificacdes nos genes responsaveis pela sequéncia,
estrutura ou regulagfo na sintese equilibrada dos clusters de globinas do tipo a e B (LIMA et
al., 2003).

Alteracdes em genes que determinam o ritmo de sintese das cadeias globinicas podem
gerar uma deficiéncia quantitativa parcial ou total na produgdo de uma ou mais cadeias
polipeptidicas da globina. Tal fato determina as hemoglobinopatias conhecidas como
talassemias que podem ser do tipo o ou do tipo B consoante a cadeia cuja sintese esteja afetada
(a-talassemias ou f—talassemias), respectivamente (BORG et al., 2012).

Ja nas hemoglobinopatias de origem estrutural podem ocorrer, caso algum gene
responsavel pela codificacdo de globinas apresente substituicdo ou troca em alguma de suas
bases nitrogenadas. Isso poderd acarretar a formagdo de moléculas de Hb com caracteristicas
bioquimicas distintas do padrdo, ou seja, da HbA, e por essas alteragdes, denominam-se como
hemoglobinas variantes. Ja foram identificados diversos tipos de hemoglobinas variantes, sendo
as de maior frequéncia e importancia clinica a HbS, HbC, HbD e a HbE (SILVA, 2012). Dentre
essas, a HbS apresenta maior relevancia, sendo seu surgimento proveniente da troca da base
nitrogenada adenina (A) pela timina (T) no sexto cédon do gene da  globina (GAG para GTG),
provocando a troca do aminoacido acido glutamico (polar) pela valina (apolar) (BRASIL, 2002;
ZAMARO et al., 2006).

As moléculas de HbS possuem a mesma capacidade de ligacdo ao Oy, porém essa
alteragdo de base nitrogenada gera um motivo hidrofobico nessa Hb e quando se encontra
desoxigenada leva a ligacdo entre duas cadeias p de duas moléculas diferentes de Hb. Tal
ligacdo favorece a formacdo de polimeros que se estendem, precipitam e preenchem todo o
eritrdcito, alterando sua arquitetura, flexibilidade e, principalmente, sua forma, de globular para
rigidas e ndo deformaveis adquirindo um formato semelhante a uma foice (eritrécitos

falcizados) (XU et al., 2009).
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Quando a HbS se polimeriza dentro dos eritrocitos gera alteragdes celulares, como o
efluxo de potassio, o aumento do calcio intracelular e a interferéncia na ligacio da membrana
com as proteinas do citoesqueleto. Com isso, muitas alteragcdes moleculares podem ocorrer,
como: aumento de adesdo de eritrocitos ao endotélio vascular, geracdo de processos
inflamatdrios, ativacdo de coagulagéo, enrijecimento da membrana celular que favorece a vaso-
oclusfo, lesdes vasculares, além de hemdlise precoce (WEATHERALL; CLEGG, 2001).

Dentre as hemoglobinopatias estruturais, a presenc¢a da hemoglobina S ¢ a mais comum
das alteracdes hematologicas hereditarias. Em alteragdes onde pelo menos um gene codifica
para a HbS, ou seja, ha apresentagdo da HbS em heterozigose ¢ denomina-se doenca falciforme
(DF). Nessa situacdo, podem combinar com outras alteragdes hereditarias das hemoglobinas,
como a hemoglobina C (genétipo HbSC) e a hemoglobina D (gendtipo HbSD). Por outro lado,
a apresentacdo da HbS em sua forma homozigoética (gendtipo HbSS) é denominada anemia

falciforme (AF) (CHAUFFAILLE et al., 2016; ZAMARO et al., 2006).

2.1.3 A geografia da HbS

A AF foi primeiramente descrita de forma cientifica pelo cardiologista James Bryan, em
1910 em Chicago. O médico descreveu os eritrdcitos falcizados no sangue periférico de um
jovem afrodescendente, estudante de odontologia, que manifestava anemia, ictericia, ulceras
nos membros inferiores e complicagdes pulmonares. Durante os anos que se seguiram varios
casos foram descritos baseados na ideia de se tratar de uma nova condi¢@o nosologica (DRISS
et al.,2009).

Porém, somente em 1949, Linus Pauling e colaboradores, através da técnica de
eletroforese, elucidaram a diferenca estrutural da HbA e HbS e evidenciaram que existe uma
diferenga no nimero ou no tipo dos grupos ionizaveis das duas hemoglobinas. Caracterizaram
a AF como a “primeira doenga molecular humana”. Nesse mesmo ano, foi descoberto em se
tratar de uma doenca autossomica recessiva (FRENETTE; ATWEH, 2007).

Posteriormente, eventos mutacionais distintos, localizados em sitios polimoérficos do
DNA em genes da § globina, permitiram a identificag@o de diferentes haplotipos. O haplétipo
primeiramente identificado na regido do Senegal ¢ conhecido como (SEN); outro identificado

na Republica Centro Africana e sudeste da Africa, foi nomeado como haplétipo CAR (Central
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Afiican Republica) ou Bantu; na regido central, norte e oeste da Africa, identificou-se o
haplétipo Benin (BEN); na regidio de Camardes reconheceu o hapldtipo Camardes (CAM)
enquanto na regido da Arabia Saudita e India (regido central e sudeste) foi caracterizado o
haplétipo Arabe-Indiano (ARAB). Mais tarde, hapldtipos atipicos também foram descritos
(BERNAUDIN et al., 2018; LOGGETTO et al., 2013;).

Estudos que utilizam os hapldtipos como marcadores bioldgicos, possibilitaram
estabelecer as possiveis rotas do gene da Hb S (ZAGO, 2007). De forma bastante heterogénea,
o gene da HbS foi difundido no Brasil ao longo de 300 anos de trafico de escravos, de migragdo
interna ¢ miscigenagdo, que possivelmente foi diferente para cada regifdo. No pais o principal
haplétipo do gene da B globina é o CAR, seguido pelo BEN (SILVA et al.,, 2014). Em
conformidade com a origem histdrica da populacdo afrodescendente, o haplotipo CAR ¢ o mais
comum nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Pernambuco, Rio Grande do Norte,
Ceard, Para ¢ Minas Gerais (BELISARIO, 2015; LEAL et. al., 2016; LOGGETTO, 2013;
VIEIRA, 2000).

Por outro lado, o haplétipo BEN ¢ mais frequente na Bahia (LOGGETTO, 2013).
Estudos com pacientes com AF de diferentes regides desse estado confirmou o haplétipo BEN
como predominante (47,9%), seguido do CAR (45%) (ADORNO et al., 2008).

Tais haplétipos da BS-globina sio correlacionados a aspectos hematoldgicos e clinicos
distintos. Os haplotipos CAR e BEN sdo considerados de maior gravidade, enquanto individuos
com os hapldétipos SEN e ARAB apresentam menor numero de manifestacdes clinicas da DF,
com menor ocorréncia de dano em orgaos alvo (ALELUIA et al., 2017; LOGGETTO, 2013).
Foi encontrada alta frequéncia de eventos clinicos entre pacientes do Tridngulo Mineiro que
possuiam no minimo um cromossomo com o haplotipo CAR (LEAL et al., 2016).
Adicionalmente, nesse mesmo estudo, uma significativa associacdo foi encontrada entre os
menores niveis de HbF e pacientes homozigotos CAR/CAR quando comparado as demais
combinacgdes, fato que reforga a gravidade do quadro em pacientes com tal haplétipo, bem como

a heterogeneidade clinica da doenga falciforme e a complexidade de sua fisiopatologia.

2.2 A FISIOPATOLOGIA DA DOENCA FALCIFORME

2.2.1 A falcizacio da HbS
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Para a compreensdo das consequéncias do fenomeno de falcizago eritrocitaria faz-se
necessario que se compare ao eritrocito normal. A evolugdo dos eritrocitos fez com que esta
célula se tornasse discoide, biconcava, flexivel, permedvel a agua e a compostos idnicos para
com isso realizar com eficiéncia as trocas gasosas e se tornar uma célula especializada no
transporte de gases. Um eritrécito normal dispde de milhdes de moléculas de Hb
individualizadas e solubilizadas no liquido intraeritrocitario, fatores esses que mantém as
estruturas celulares sauddveis e viaveis por cerca de 120 dias (KOURY; RHODES, 2012).

A alteracdo genética que codifica a Hb variante S determinara a origem de células
falciformes no inicio da eritropoese, onde os proeritroblastos possuem a composigdo genética
alterada para globina f e sintetizam Hb do tipo S que gradualmente ocupam os espagos
intraeritrocitarios. Entende-se que as lesdes dos eritrdcitos falciformes se iniciam nas primeiras
fases de sua formag@o e decorre de forma gradual e cumulativa, o que causa alteracdes
moleculares, morfoldgicas ¢ funcionais nesses eritrocitos. Além do seu tempo médio de vida
cair para cerca de 7 a 25 dias (KASSIM; SHARMA, 2017).

A mudanga bioquimica e geneticamente pontual na globina B nio compromete sua
estrutura, porém quando uma HbS perde o Oz e se torna desoxi-HbS expde componentes
carbonados de valina (variante) que se interagem com componentes quimicos da fenilalanina
na posi¢do 85 da globina B bem como com a leucina da posi¢do 88 da mesma globina. Essas
interagdes dardo inicio a agregacio entre moléculas de HbS desoxigenadas. Quando 30 desses
tetrameros estdo agregados, um nucleo critico € formado e sobre esse nucleo outros tetrameros
se aderem e formam um polimero. Forma-se uma estrutura longitudinal de aproximadamente
20 nm, helicoidal, com 14 fibras, sendo 10 delas dispostas externamente ¢ 4 internamente
(ARNONE, 1972; KIEFER et al., 2008).

Os polimeros formados fornecem uma area que favorece a agregacdo de fibras
adicionais que formam feixes paralelos conhecidos como tactdides, responsaveis pelo
crescimento exponencial dos polimeros que transformam a forma discoide dos eritrocitos em
uma estrutura afoigada. Os tactdides favorecem a mudanga do estado liquido (soluvel) para o
solido (insoluvel) no interior do eritrocito, o que altera sua viscosidade intracelular e induz sua
precipitacéo em cristais de HbS (MACEDO, 2013).

O O2 ¢ crucial no processo de falcizagdo do eritrdcito, pois somente a desoxi-HbS se
polimeriza, sendo que qualquer fator que estabilize o estado desoxi favorece a polimerizagdo

(Figura 3). Dentre esses fatores, destacam-se a queda do pH, que reduz a afinidade da
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hemoglobina pelo oxigénio ¢ o aumento da concentragdo do 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPQG),
uma enzima capaz de enfraquecer a ligacdo oxigénio-hemoglobina e permite que o oxigénio
saia com menor pressdo para os tecidos. Além desses, contribuem também para tal processo o
aumento da temperatura acima de 37°C e as concentracdes aumentadas de HbS corpuscular
média (CHCM) (STYPULKOWSKI; MANFREDINI, 2010). A forma falcizada do eritrécito
desoxigenado reduz sua deformabilidade e contribui para processos vaso-oclusivos, além de

um quadro de hemolise crénica (Figura 3).

Figura 3: Representagio esquematica do processo de polimerizacdo da HbS
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Fonte: Ministério da Saude (2015)

Variagdes adicionais associadas a HbS podem afetar a estabilidade de seus polimeros,
podendo contribuir para o aumento ou reducéo desses. Uma importante variagdo € a interagéo
com a HbF, que nfo se incorpora ao polimero de HbS por ter alta afinidade ao O, inibindo a

polimerizagdo da HbS. Esse processo de inibi¢do induzido pela presenga aumentada de HbF é
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percebido na persisténcia hereditaria de Hb fetal (PHHF). Tal situago, na qual a concentragio
da HbF oscila entre 15 e 30%, raramente faz com que a pessoa apresente o fenotipo para DF.
Essa relac@o entre o fendtipo clinico e a polimerizacdo da HbS, sustenta a importancia da HbF
na fisiopatologia da DF (SANTOS, 2011; SOLOVIEFF et al., 2009; THEIN et al., 2009).

Grande nimero de estudos mostram que os niveis elevados de HbF reduzem a
intensidade e a gravidade das complicagdes na DF, fato que parece ser explicado pela maior
afinidade deste tipo de Hb pelo O», o que interfere na polimerizagcdo da HbS. Por essa razdo a
inducdo na produ¢do de HbF ¢ uma importante estratégia terapéutica na melhoria da qualidade
de vida e na reducdo da gravidade na DF (FRENETTE; ATWEH, 2007).

A constatag@o que niveis elevados de HbF amenizam os eventos clinicos causados na
DF despertou o interesse de pesquisadores. Estudos de associa¢do entre niveis de HbF e o
genoma, mostraram que polimorfismos genéticos ou até mesmo modificadores epigenéticos sao
determinantes diretos na regulacdo de genes relacionados a HbF (HABARA; STEINBERG,
2016). Tais achados ajudam a esclarecer a grande variag@o individual nos niveis de HbF ¢ essa
variag@o ajuda a explicar a diversidade fenotipica no curso clinico da DF (SANT’ANA et al.,
2017).

2.2.2 A patogenia da vaso-oclusio

O processo vaso-oclusivo causado pelos polimeros de HbS € considerado a base das
complicagdes na DF (BRASIL, 2010). Porém, a compreensdo desse processo tem evoluido ao
longo dos anos ¢ sabe-se que ndo somente a forma falcizada ¢ rigida dos eritrdcitos sio
responsaveis pela oclusdo dos vasos de forma mecanica, mas outros fatores exercem papel
relevante nos desdobramentos dessa doenca (KATO et al., 2009).

Os eritrocitos falcizados, com todas as suas alteragdes morfo-funcionais, interferem
diretamente com o0s vasos sanguineos em que circulam, induzindo a mudangas na fisiologia
vasomotora e em fatores humorais da regido afetada (LETTRE; BAUER, 2016). Tais fatores
influenciam a tendéncia das células falciformes em aderirem ao endotélio e a provocar a oclusio
vascular. A agregac@o das células falciformes entre si e suas adesdes ao endotélio incluem a
participacéo de plaquetas, leucécitos e fatores hemostaticos (MACEDO, 2013).

As altera¢des funcionais que ocorrem na célula falciforme so desencadeadas pela

desoxi-HbS e, embora esses fendmenos possam ser revertidos com a reoxigenacdo, quando
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repetidos, essas alteragdes sdo exacerbadas e a célula se torna irreversivelmente falcizada. O
tempo de falcizagdo varia entre 2 a 4 minutos (REZENDE et al., 2009). A vasoconstri¢do da
circulagdo capilar induz a estase e ao aumento do tempo de contato do eritrdcito com areas de
baixo teor de oxigénio, o que acentua o processo de formacéo de células falcizadas (REES et
al., 2010).

As pessoas que apresentam genotipo em homozigose (HbSS) costumam apresentar em
torno de 44% de eritrdcitos falciformes irreversiveis na circulagéo periférica. De forma relativa,
esse numero costuma ser constante em um mesmo individuo e estd relacionado com a vida
celular média determinada pelos diferentes graus de hemolise (PEREIRA, 2013).

O aumento no quadro de hemolise decorrente da formagdo de desoxi-Hb promove
liberagdio do O2 que o torna vulneravel ao ataque de elétrons do interior da célula e favorece a
formacgdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS). O anion superdxido (O27), o perdxido de
hidrogénio (H20>) e a hidroxila (HO), podem desnaturar as proteinas da membrana eritrocitaria,
além de se acumularem e interferir nas fungdes celulares, sendo capazes de causar oxidagdo da
Hb (TORRES et al., 2012).

Em um eritrocito normal também ocorre a autoxidagdo da Hb com geracdo de espécies
reativas ao oxigénio dentro da célula, os quais sdo controlados pelas defesas antioxidantes dos
eritrdcitos. A enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD) atua no sentido de transformar
0 02" para H>O», esse que também ¢ ROS, sofre a agdo antioxidante de outras duas enzimas
eritrocitarias: a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a catalase, transformando-o em 4gua. A
menor sobrevida de eritrocitos falcizados intensifica esse processo, gera desequilibrio nas
defesas antioxidantes e eleva o estress oxidativo (FENECH, 2007).

O acesso de ROS ou moléculas de agua no interior do grupo heme podem deslocar
elétrons do ferro e formarem a metahemoglobina (meta-Hb) onde o ferro se encontra no estado
férrico (Fe*") e ndo ferroso (Fe?") incapaz de transportar O2. A molécula de meta-Hb ¢é mais
instavel e se degrada, as globinas livres se acumulam, precipitam ¢ formam os chamados corpos
de Heinz o que aumenta a rigidez e a hemolise do eritrocito (THAKUR et al., 2014).

Adicionalmente, esse quadro de hemodlise observado na DF compromete os efeitos
vasodilatadores do o6xido nitrico (NO). Este gas, com meia vida de aproximadamente 10
segundos, ¢ um potente regulador do tonus endotelial, sendo produzido a partir do aminoacido
L-arginina convertido pela enzima sintase do 6xido nitrico (NOS) (Figura 4). O NO produzido

no endotélio ativa a guanilato ciclase soltivel a formar guanosina monofosfato ciclica (GMPc),
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responsavel pela vasodilatagdo nas células da musculatura lisa vascular. Além da regulagdo do
tonus vascular, o0 NO, que também pode ser produzido por outros tipos celulares, incluindo
mondcitos e macréfagos, atua na resposta imunoldgica inata e age como mediador de
citotoxicidade e defesa ndo especifica contra microrganismos (VONK et al., 2010).

De fato, o NO se apresenta diminuido na patogenia vascular da DF, uma vez que a
hemolise intra-vascular libera Hb e ferro livres que reagem com o NO para formar nitrato e
favorecer a conversdo de Hb em meta-Hb (HABARA; STEINBERG, 2016). O NO também
sofre a ac¢do das enzimas xantina oxidase e fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina
(NADPH) oxidase liberados por neutrdfilos hipoxicos e se degrada a peroxinitrito. Também,
observa-se a escassez do substrato arginina que se degrada em ornitina pela agéo da arginase
liberada na lise eritrocitdria. Toda essa deplecdo dos niveis de NO e a reducio na sua
biodisponibilidade estd relacionada a uma maior tendéncia a vasoconstricdo com grandes

impactos nas crises vaso-oclusivas ¢ complicagdes na DF (Figura 4) (ALBRECHT et al., 2003).

Figura 4: Disfuncdo endotelial causada pela hemdlise
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A disfung@o endotelial provocada pela hemolise intravascular liberam hemoglobina e arginase, que livre degrada
a L-arginina, substrato para a produg@o de 6xido nitrico (NO) pela sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS),
enquanto a hemoglobina livre interage com o NO para formar a meta-Hb. Além do mecanismo adicional de
produgio de espécies reativas ao oxigénio com a oxidagdo do NO. Fonte: Adaptada de Habara; Steinberg (2016)

Outro fator que contribui para a vaso-oclusdo é a exposi¢do da fosfatidilserina na
superficie externa dos eritrocitos, o que favorece sua adesdo ao endotélio vascular (NAOUM;
NAOUM, 2004). As células falciformes podem se aderir as células endoteliais pela superficie

de antigenos como o cluster of differentiation 36 (CD36) e cluster of differentiation 34 (CD44).
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Adicionalmente, proteinas plasmaticas como o fator de von Willebrand (VWEF),
trombospondina (TSP), fibrinogénio (FB) e fibronectina (FN) s@o intermediarios para a célula
falcizada interagir com moléculas das células endoteliais como a laminina, glicoproteina Ib
(GPIb), integrinas, moléculas de adesdo celular-vascular (VCAM) e receptor Fc (Fc-R)
(CONRAN; COSTA, 2009).

Essas adesdo das células falciformes ao endotélio também € favorecida pela densidade
celular aumentada como consequéncia da desidratagdo do eritrocito e a presenga dos
mediadores quimicos de adesdo ao endotélio vascular (SANTOS, 2013). Neutréfilos e
monocitos interagem com as células endoteliais desta regido, desencadeando uma sinalizagio
inflamatoria, onde acontece intensa sintese de citocinas como do fator de necrose tumoral alfa
(TNF- a), de interleucina 1 (IL-1) e de fator de crescimento de células T do tipo beta (TGF-f).
Essas interagcdes ainda estimulam o endotélio a liberar mais IL-1 e IL-6, além de fator
estimulador de granuldcitos ¢ macrofagos (GM-CSF). A liberagdo dessas citocinas tem grande
influéncia na sintese de outros fatores humorais como anticorpos, que contribuem para o estado
inflamatdrio, febre e por vezes choque (CONRAN; COSTA, 2009; PARISE; TELEN, 2013).

Assim, como fica evidente, os eventos vaso-oclusivos originados pela desoxi-HbS néo
s830 0s unicos responsaveis pelas complicacdes decorrentes da DF, sendo que complexos e
articulados mecanismos adicionais ajudam a justificar as manifestagdes clinicas observadas no

curso da doenga.

2.3 MANIFESTACOES CLINICAS DA DOENCA FALCIFORME

A clinica da DF se apresenta de forma heterogénea por vezes dentro de dois genotipos
idénticos, o que confirma as outras interacdes que modulam sua fisiopatologia. No caso da AF,
principalmente, o fenotipo clinico se manifesta proximo ao terceiro més de vida, quando
acontece uma queda fisiologica da concentracdo de HbF que vai sendo substituida pela HbS
(BELISARIO et al., 2016; CONRAN; COSTA, 2009).

A maior concentracdo de eritrocitos contendo a HbS gera frequentes crises vaso-
oclusivas que podem afetar diferentes tecidos e 6rgdos e normalmente sdo acompanhadas com
intensa dor. As manifestagdes clinicas da AF mais caracteristicas sdo apresentadas a seguir:

1. Sindrome mao ¢ pé ou dactilite falcémica: edema de dor intensa que acomete

principalmente as articulagcdes dos dedos das maios, pés, punhos e tornozelos. Pode ser
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acompanhado de febre alta e leucocitose. Ao exame radioldgico percebe edema de partes
moles, afinamento de osso cortical que pode progredir para destruicio de ossos
metacarpianos, metatarsianos e falanges. Comumente ocorrem dos 6 meses ao 3° ano de
idade (ALMEIDA et al., 2015).

Crise Hemolitica: anemia acentuada ¢ subita sem crise de vaso-oclusio podendo causar
insuficiéncia cardiaca e dbito em poucas horas (BALLAS et al., 2009).

Crises de dor dssea e em articulagdes: a ocorréncia de falcizac@o nos eritrocitos gera
isquemia na circulacdo da medula 6ssea. O infarto 6sseo apos o primeiro ano de vida causa
crises de dor que atingem os 0ssos longos, coluna, costelas e articulagdes. Quadro comum
¢ a necrose asséptica uni ou bilateral do colo do fémur e umero (BENDER, 2017).

Crise de dor abdominal: pequenos infartos mesentéricos ou de visceras abdominais que
podem desencadear diversas complica¢des com quadro de dor aguda (BRASIL, 2012).
Crise de sequestro esplénico: com alto risco de obito, decorre do subito aprisionamento de
sangue no bago com agravamento da anemia (queda de 2g/dL. de Hb) e esplenomegalia.
Geralmente ocorre em criancas pequenas de seis meses a dois anos antes que os infartos e
as fibroses causem asplenia. Essas crises tendem a ser recorrentes e manifestarem com
infecgdo, comumente respiratdria. Leva a um quadro de choque hipovolémico que pode
levar a morte em algumas horas (STUART; NAGEL, 2004).

Sindrome toracica aguda (STA): dor toracica, taquipneia, leucocitose, febre com infiltrado
pulmonar, consiste na causa mais comum de Obito entre as pessoas com AF. Com
componentes embolico, infeccioso e isquémico envolvidos em sua etiologia (CHARACHE
et al.,1995).

Doenga pulmonar crénica: relacionada aos repetidos episddios de trombose, infarto,
embolia, vasculopatia e infec¢des. Caracteriza-se por um processo de fibrose cronico, com
proliferagdo da musculatura lisa dos vasos e espessamento da intima. Tais alteragdes
diminuem de forma moderada a grave a fungéo pulmonar, o que determina doenca pulmonar
restritiva, obstrutiva ou combinadas com reducdo das trocas gasosas, hipoxemia,
hipertensao da artéria pulmonar e diminui¢&o da capacidade vital (KAUL; FABRY, 2004).
Crise de sequestro hepatico: hepatomegalia causada pelo aprisionamento de sangue no
figado, com piora da anemia, o que pode gerar choque hipovolémico. Trata-se de um quadro

menos grave que o sequestro esplénico (BERRY et al., 2007).
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Doenga hepatica cronica: a hepatomegalia em pessoas com AF é¢ comum a partir do primeiro
ano até a vida adulta, com perda gradual da fun¢fo hepatica devido a infartos sub-capsulares
¢ intra-parequimatosos. Os quadros de hepatite crénica e cirrose sdo comuns, além de
ictericia pelo excesso de bilirrubina circulante ndo processada pelo figado, decorrente do
aumento da hemolise (CONRAN; COSTA, 2009).

Comprometimentos do Sistema Cardiovascular: o quadro de anemia cronica, repetidas
oclusdes de arteriolas pulmonares e hemossiderose podem causar cardiomegalia por
sobrecarga cardiaca. O desempenho fisico apresenta-se seriamente comprometido e pode-
se manifestar insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (BALLAS et al., 2009).
Comprometimentos do Sistema Nervoso Central (SNC): o acidente vascular cerebral
(AVC) isquémico (mais comum na infancia) ou hemorragico (mais comum em adultos)
tanto em vasos de pequeno quanto em vasos de grande calibre sdo frequentes. Criangas com
AF tem o risco de AVC aumentado em 200 vezes em comparacdo a uma crianga sem a
doenga. Em exames de ressondncia nuclear magnética (RNM), aos oito anos de idade um
terco das criangas com AF tem evidéncias de infartos ou alteragdes cerebrais que podem
gerar deformidades fisicas e neuropsiquicas, com baixo rendimento escolar (BELISARIO,
2015).

Rins: sintomas como hipostentria, nictdria, politria ¢ enurese sdo alteracdes comuns da
fungdo renal na AF. Vaso-oclusdes glomerulares com infartos corticais podem causar
hematuria, além de proteintiria, que ocorre em 29 a 50% dos pacientes acima de 10 anos de
idade; com comum evolucdo para insuficiéncia renal cronica de prognostico ruim
(MAGALHAES, 2007).

Olhos: a vaso-oclusdo também esta presente na microvasculatura ocular, quando ocorre em
tecidos sensiveis a hipoxia como a retina pode acarretar lesdes visuais significativas
(VILELA, 2007).

Ulceras de membros inferiores (MMII): o aparecimento de escoriagdes minimas,
principalmente em MMII, evoluem para lesdes cronicas devido a hipoxia tecidual causada
pelos fendmenos de vaso-oclusdo, além de a estase circulatdria impossibilitar a cicatrizacio.
A frequéncia dessas lesdes chegam a 75% dos pacientes adultos (PALADINO, 2007).
Crise aplastica: complicagdo frequente que promove uma parada transitéria da hematopoese

¢ rapida queda na Hb circulante. Geralmente ocorre apds um processo infeccioso causado
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pelo parvovirus B19, caracterizando-se por episodios auto limitados, com duracdo média
de 10 dias. E um evento mais comum em criangas (BRASIL, 2012).

16. Crise megaloblastica: depressdo medular por deficiéncia de acido félico ou vitamina B12.

17. Infeccdes: a diminui¢do da fungdo esplénica constitui as bases fisiopatoldgicas para a
grande suscetibilidade para as agressivas e diversas infecgdes. A infeccdo aguda ¢ a
principal causa de internagdes na AF. Em criangas até cinco anos as infecgdes causadas pelo
Streptococcus pneumoniae ¢ 30 a 100 vezes mais frequente do que em criangas sem AF
(BRASIL, 2016).

18. Deficiéncia no crescimento e desenvolvimento: recém nascidos com AF apresentam
medidas antropométricas iguais a criangas que ndo possuem a doenga, porém a puericultura
demonstra curvas de crescimento mais baixa para as criangas com AF, além de puberdade
tardia e menarca atrasada em cerca de trés anos. Adultos com AF tendem a apresentar peso
¢ altura quase sempre nos limites inferiores da normalidade (BENDER, 2017).

19. Priapismo: complicagdo frequente na AF onde ocorre uma ere¢do dolorosa pelo
aprisionamento de sangue nos corpos cavernosos ¢ sinuséides do pénis. Pode ocorrer
durante uma erecdo normal ou durante o sono e a recorréncia de tal evento pode causar

fibrose e impoténcia (BRASIL, 2002).

Em geral, quanto maior a quantidade de HbS, mais graves sdo as manifestacdes clinicas.
Em decorréncia desse fato, os pacientes com AF, que sdo homozigoticos para HbS, t€ém quadro
clinico mais grave que os pacientes com os gendtipos para hemoglobinopatias do tipo SC, SB*-
talassemia, SP°-talassemia € SDpunjab (ZAMARO, 2010). A influéncia sobre a polimerizagio da
HbS varia com o tipo de hemoglobina nio-S, que esta presente dentro da célula, e por sua vez,
a hemoglobina que menos participa do polimero é a hemoglobina fetal. Com isso a associagio
com persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal confere melhor progndstico a doenga
(BELISARIO et al., 2017; BRASIL, 2015; BREVEGLIERI, 2017; FRENETTE, 2007;
SANTOS, 2011).

Assim, diante do reconhecimento que a DF € um grave problema de satide ¢ fundamental
que se faca o diagnoéstico correto e precoce de tal condi¢do, no sentido de se estabelecer
estratégias corretas de acompanhamento ¢ intervengdo, visando uma melhor qualidade de vida
¢ aumento nas taxas de sobrevida desses individuos (ARDUINI et al., 2017; BRASIL, 2002;
SABARENSE et al., 2015).
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2.4 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA DOENCA FALCIFORME

O diagnostico da AF ¢ simples, confiavel e se baseia principalmente na carga elétrica
das hemoglobinas variantes. Os métodos mais utilizados para segregar as moléculas e realizar
suas caracterizagdes sdo eletroforese em gel com focalizagdo isoelétrica e ainda a cromatografia
liquida de alta performance de troca catidonica (HPLC). Testes de solubilidade ¢ falcizagdo da
desoxi-HbS podem ser realizados em tampdo fosfato de alta molaridade para triagem ou
confirmacéo de pessoas que possuem a HbS (CHAUFFAILLE, 2016).

Qualquer que seja o método de escolha para identificacdo da Hb variante, € muito
importante a coleta de dados referente ao historico familiar que contribui para que se estabeleca
o diagnoéstico. Outro fator importante ¢ a detecgdo precoce, com o objetivo de reduzir a
morbidade e mortalidade associada a DF. Nesse contexto, grande efetividade ¢ observada por
meio do Programa Nacional de Triagem Neonatal, através do Programa Estadual de Triagem
Neonatal ou “Teste do Pezinho” (RODRIGUES, 2010; SABARENSE, 2014).

Os Programas Estaduais de Triagem Neonatal (PETN) s@o os responsaveis pela triagem
da DF de acordo com regulamentagdo do Sistema Unico de Saude (SUS) Portaria GM/MS n°
822, de 06 de junho de 2001. Apds a deteccdo, os pacientes sdo acompanhados de acordo com
a Portaria n° 1.391/GM/MS, de 16 de agosto de 2005, que institui, no ambito do SUS, as
diretrizes para a Politica Nacional de Atengdo Integral as Pessoas com Doenga Falciforme
(BRASIL, 2002; 2015).

Diante da legislagdo vigente, as familias deverdo receber orientacdo sobre o diagnostico,
o tratamento e serem encaminhadas para aconselhamento genético. A continuidade do
atendimento devera seguir o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para a Doenga
Falciforme (PCDT), Portaria SAS/MS n° 55/2010, em centro de referéncia mais proximo da
residéncia do paciente (BRASIL, 2010). O diagndstico precoce e o acompanhamento imediato
reduzem os eventos falcémicos agudos e consequentemente previne desfechos fatais que
normalmente sdo precedidos desses episddios agudos (ARDUINI, 2017; BRASIL, 2016).

Sendo assim, as medidas gerais de tratamento para a DF visam minimizar as crises de
falcizagio responsaveis pelos eventos agudos ¢ dolorosos, bem como a anemia crénica € a

susceptibilidade as infecgdes (BRASIL, 2015; VARGAS, 2005). A prevengdo das crises ¢
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complicagdes da DF ¢ feita principalmente através da administragdo do farmaco Hidroxiureia
(HU). No entanto, outras estratégias farmacologicas sdo utilizadas, como a antibioticoterapia
profildtica e o uso de adjuvantes. Além do tratamento ndo medicamentoso que inclui o
transplante de medula 6ssea e transfusdes sanguineas (BRASIL, 2010; 2016).

A prevencio de infec¢des € feita principalmente através da administracdo de penicilina
por via oral (Penicilina V) ou parenteral (Penicilina benzatina). Esta deve ser realizada de forma
profilatica por prevenir até 80% das sepsemias por Streptococcus pneumoniae em criancas com
DF até os trés anos de idade. O impacto dessa profilaxia apoia-se em diversas evidéncias
clinicas, sendo por isso, indicado a partir dos 3 meses de vida até a crianga completar 5 anos de
idade (BRASIL, 2010). Adicionalmente, o tratamento adjuvante inclui outros medicamentos
que auxiliam na prevencio de complicagdes e intercorréncias, como o acido félico, analgésicos
e anti-inflamatodrios. Quelantes de ferro também sdo frequentemente prescritos, indicados para
o tratamento da sobrecarga de ferro. Por outro lado, o uso de alfacpoetina ¢ avaliada
individualmente, ndo havendo concordancia quanto aos seus beneficios clinicos (BRASIL,
2015).

Dentre as estratégias n2o farmacoldgicas, a transfusdo sanguinea compreende o
tratamento mais frequente. Aproximadamente 60% dos pacientes com DF recebem transfusio
sanguinea, ¢ esta necessidade varia de 0 a 95% de acordo com a idade, o sexo ¢ o gendtipo. Os
pacientes SS sdo transfundidos com maior frequéncia (ADAMS et al., 2005). A transfusio de
sangue em pacientes com doenca falciforme diminui, por diluicdo, a fragdo de células que
contém HbS, aumenta o hematdcrito, reduz a eritropoese e diminui a circulagdo da hemoglobina
S. O objetivo principal ¢ melhorar a capacidade do transporte de Oz e/ou prevenir as
manifestagdes vasoclusivas decorrentes da doenca. Evidéncias mostraram que o uso de
transfusdes profilaticas reduziu a incidéncia de AVC em criancas (WANG et al., 2011; WARE
etal., 2016).

Ademais, o transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) ¢ uma alternativa
possivel, porém pouco frequente em fungdo do risco associado (KASSIM; SHARMA, 2017).
Conhecido genericamente por transplante de medula, consiste na substitui¢do da medula dssea
do individuo com DF por células normais de medula dssea, com o objetivo de reconstruir a
hematopoese. O transplante pode ser autogénico, quando a medula ou as células precursoras de
medula dssea provém do proprio individuo transplantado (receptor), ou alogénico, quando as

células provém de outro individuo (doador). O procedimento também pode ser feito a partir de



36

células precursoras de medula dssea obtidas do sangue circulante de um doador, do sangue de
corddo umbilical ou da prépria medula Ossea, retirada por meio de pungdo aspirativa

(MATTHES-MARTINS et al., 2013).

2.4.1 A farmacologia da Hidroxiureia (HU)

Oficialmente, a HU ¢ o agente farmacoldgico com indicagdo mais consolidada no
manejo dos individuos com DF, apresentando maior eficacia. No Brasil, foi introduzida nos
protocolos de tratamento da DF a partir do ano 2002 com o Manual de Diagndstico e
Tratamento de Doencas Falciformes, no entanto, consolidou-se apenas a partir do PCDT da
Doenga Falciforme em 2010. De forma geral, o esquema de administragdo inclui pacientes a
partir dos dois anos de idade, com uma dose inicial unica de 15mg/Kg/dia, sendo incrementada
ao longo do tempo até a Dose Tolerada Méaxima (DTM), que ¢ definida como a maior dose
capaz de promover a melhora mais proeminente no curso clinico e laboratorial da doenca, sem
ocorréncia de toxicidade hematoldgica, ndo devendo ser superior a 35mg/Kg/dia (BRASIL,
2010).

Além de ser usado no tratamento da DF, tal farmaco ¢ aprovado pelo FDA (Food and
Drug Administration) para tratamento de leucemia mieldide crénica e carcinoma de células
escamosas de cabega e pescogo em combinagdo com outras terapias (GWILT; TRACEWELL,
1998).

A Hidroxiureia ou hidroxicarbamida ¢ um farmaco citostatico e antineoplasico, potente
inibidor da enzima ribonucleotideo redutase, especifica da fase S do ciclo celular, reduzindo a
disponibilidade intracelular de deoxinucleotideos trifosfato, inibindo assim a sintese de DNA
(WARE et al.,, 2011). A atividade da enzima ¢ inibida pelo farmaco através do bloqueio de sua
subunidade My, e ao que parece, a enzima inativada pode se regenerar espontaneamente apds a
remocgdo do farmaco (WARE, 2010). Diante desse mecanismo, eventual citotoxicidade celular
pode ser observada, sendo a mielossupressao a principal reagdo adversa do tratamento continuo
(BRASIL, 2010).

Com uma estrutura molecular semelhante a da ureia, que se difere apenas na hidroxila

ligada ao nitrogénio adjacente & cetona, parte da HU administrada por via oral atravessa a
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parede intestinal por difusdo passiva. Um estudo em pacientes com cancer encontrou 79% de
HU na circulagdo sistémica apds a ingestdo por via oral, confirmando sua boa
biodisponibilidade por tal via (WARE, 2010). Outros estudos de farmacocinética encontraram
volume de distribuicdo proximo ao da agua corporal total, alcangando diversos tecidos,
inclusive o cerebral. Ainda, o farmaco apresenta-se moderadamente ligado a proteinas
plasmaticas, com fracdo de ligacdo entre 75 e 80% (WARE et al., 2011).

A depuracdo da HU ¢ rapida e sua meia vida varia de 2 a 4,5 horas. Estudos
farmacocinéticos mostraram que apods a ingestdo oral de dose unica de 20mg/Kg de HU, os
niveis séricos podem atingir pico de 26pg/mL, com declinio rapido (NEVITT et al., 2017). Vale
ressaltar um interessante estudo farmacocinético conduzido por Ware e colaboradores (2011),
no qual foi observado coeficiente de variagdo de 30% inter-paciente com fenotipo de absorgao
variavel e binario, sendo que a maioria dos pacientes apresentou perfil de absor¢do "rapido"
definido como o tempo para concentragdo plasmatica maxima (Tmax) de 15 a 30 minutos,
enquanto cerca de 40% deles tiveram um perfil de absor¢éo classificado como "lento" Tmax de
60 a 120 minutos. Comparado com o fenotipo lento de absor¢do, as pessoas com o fendtipo
rdpido tiveram uma concentrag@o plasmatica maxima (Cmax) significativamente superior 28,9
pg/mL versus 22,2 ug/mL. (WARE et al., 2011).

Cerca de 60% da dose oral ingerida sofre conversdo pelo metabolismo hepético mediado
pelas enzimas do citocromo P450 (CYP450). Outra via de metabolizacdo possivel, porém com
menor impacto, pode ser a degradagéo a acido acetohidroxamico pela urease encontrada em
bactérias intestinais (GWILT; TRACEWELL, 1998).

O modelo farmacocinético mais apropriado descreve que a excre¢do da HU seja
majoritariamente renal, sendo cerca de 40% em sua forma inalterada. No tecido renal, o
transporte de urcia pelas membranas celulares ¢ facilitado por um grupo de proteinas
facilitadoras (transportadoras de ureia) codificadas pelo gene UTA (Urea Transporter A), que
além de carrearem a ureia podem transportar a HU por consistir em substrato andlogo
(WALKER et al., 2011). A difusdo facilitada de HU pelas proteinas transportadoras de ureia
nos rins parece possuir movimento bidirecional e tanto podem elevar sua excregdo pela via
renal quanto reabsorvé-la para a circulacio (WALKER et al., 2011). Adicionalmente, parece
muito provavel que a disfungdo renal afete a farmacocinética da HU, dado o contributo dos rins

para a eliminag@o desse farmaco (GWILT; TRACEWELL, 1998).
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Estudos de farmacodinamica que envolvem a HU fixam como ponto de analise os
mecanismos pelos quais se observa o incremento nos niveis de HbF. Existe um grau de resposta
substancialmente variado entre os pacientes, sendo que tais mecanismos ainda ndo sdo
completamente conhecidos (PLATT et al.,, 1984). Atualmente, a op¢do mais aceita ¢ a
mielossupressdo, onde a inibicdo de precussores eritroides com ciclagem mais rapida
favorecam precussores mais primitivos e de ciclagem mais lenta, quiescentes, no caso a HbF
(Figura 5) (WARE, 2010). No entanto, estudos mais recentes mostram que a HU pode percorrer
diferentes vias para o resultado final de elevar a HbF, Pule e colaboradores (2016)
demonstraram in vitro que entre 6 e 12 h apds o tratamento com HU foi observada elevagio
dobrada nos niveis de HbF correspondente a menor expressdo do gene BCLIIA (B Cell
Lymphoma 114). Nesse mesmo sentido, em eritroblastos cultivados a partir do sangue
periférico de células CD34" de pacientes com anemia falciforme responsivos a HU, foi
encontrado que tal farmaco aumentou os niveis do ativador GATA-2 ¢ drasticamente reduziu o
nivel das proteinas repressoras GATA-1, TR4, MYB e BCL11A, ativando assim a transcrigdo
do HBG e, com isso, aumentando a sintese de HbF. Por outro lado, ndo foram observadas
diferencas significativas nessas proteinas em eritroblastos cultivados a partir do sangue dos

pacientes pouco ou ndo respondedores a HU (ZHU et al., 2017).
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Figura 5: Representagdo esquematica dos beneficios da Hidroxiureia na doenca falciforme
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1) Inducdo na sintese de HbF por precursores eritroides. 2) Citotoxicidade medular com redugdo na produgio de
células sanguineas. 3) Reducdo no sangue periférico de neutrédfilos, reticuldcitos e outras moléculas de adesdo. 4)
Reduc@o da hemodlise por conter eritrdcitos mais hidratados, com maior quantidade de HbF ¢ menos células
falcizadas. 5) Favorece liberagdo de NO com consequente vasodilatagdo local e melhora da resposta vascular.
Fonte: Ilustracdo adaptada de Ware (2010)

Outra parcela dos efeitos benéficos da HU pode ser mediada pelo NO (Figura 5), o qual
apresenta consideravel interesse no tratamento da DF (KING et al., 2004). A redugdo de NO
agrava as disfungdes endoteliais ¢ os processos vaso-oclusivos da DF, portanto, o aumento da
biodisponibilidade de NO promovida pelo farmaco desempenha importante papel na melhora
clinica observada durante o tratamento (KING, 2004; WARE, 2010). A molécula de HU
contém em sua estrutura nitrogénio e oxigénio ligados e, pelo menos in vitro, pode liberar
diretamente o NO ou espécies relacionadas ao NO por processos metabdlicos ainda néo
completamente elucidados (KING, 2004; WARE, 2010). Acredita-se que tal propriedade é
particularmente importante para os efeitos vasculares e reoldgicos promovidos pelo farmaco.
Adicionalmente, o tratamento com HU também parece ser capaz de induzir a produgido de NO

através da ativagdo da enzima NOS. Eritrdcitos de coelho expostos ao tratamento com HU
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exibiram aumento da produgdo de NO, acompanhado pelo influxo de calcio dentro da célula
(RATHTHAGALA et. al, 2010). Interessantemente, esse efeito da HU foi abolido quando as
c¢lulas foram tratadas com L-NAME, um inibidor seletivo da NOS, sugerindo que a producéo
de NO pelas células vermelhas desempenha papel relevante no mecanismo de acdo do farmaco.

Adicionalmente, foi demonstrado que pacientes com DF apresentam significante
aumento dos niveis plasmaticos de arginase, enzima que consome o mesmo substrato da NOS,
quando comparados a pacientes com o gendtipo HbAA (MOREIRA et al., 2016). Também, foi
observada uma relacdo inversa entre os niveis de arginase ¢ HbF (BARBOSA et al., 2017;
KATO, 2014; MOREIRA et al., 2016). No entanto, os niveis dessa enzima foram reduzidos de
forma significativa apos o tratamento com HU, o que sugere melhora da biodisponibilidade de
NO, com reducdo dos sintomas da DF (MOREIRA et al., 2016).

Em soma, a elevagdo dos niveis de NO, além dos efeitos reologicos e vasculares,
também promove indugdo de HbF (Ware, 2010). Tal mecanismo envolve a via ciclica de
guanosina monofosfato (GMPc¢). O NO atua como segundo mensageiro ¢ ativa a enzima
guanilato ciclase soluvel (GCs) a converter a guanosina trifosfato (GTP) em GMPc, que na
dependéncia de proteina quinase (PKG), induz a expressio do mRNA da y-globina e a
consequente geragdo de HbF (ALMEIDA et al., 2012; ZHU et al., 2017).

Outros mecanismos adicionais parecem estar envolvidos na melhora clinica promovida
pela HU. Além da inducdo da HbF, os efeitos citotoxicos da HU também reduzem a produgio
medular de neutréfilos e reticuldcitos (WARE, 2010). Uma vez que a elevagdo de células
brancas ¢ diretamente associada a morbidade e mortalidade da AF, a redug@o na contagem de
tais c¢lulas ¢ potencialmente terapéutica (MILLER et al., 2000; WARE, 2010). Em soma, a
redugdo de neutrofilos e reticuldcitos ¢ acompanhada pela diminuicdo dos eventos de vaso-
oclusio através do decréscimo da adesdo vascular. Adicionalmente, a HU reduz o ntimero
absoluto e a expressdo de moléculas de adesao celular contribuindo para diminui¢do da adesio
das células falciformes, o que favorece a menor ativagdo de fatores pro- inflamatdrios
(HILLERY et. al, 2000; SILVA-PINTO, 2013).

De fato, um estudo com criangas com AF mostrou a presenca de marcadores
inflamatdrios mais elevados naquelas que faziam sistema de transfusdes sanguineas ou nao
eram tratadas com HU enquanto o tratamento com HU reduziu ¢ sustentou em niveis mais

baixos esses indicadores de inflamagdo (PENKERT et al., 2017).
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Como pode se observar, o tratamento com HU promove multiplos beneficios. Uma
coorte estudada por 17 anos na Franc¢a pode ser considerada referéncia ao uso de HU. O estudo
acompanhou pacientes que usaram HU continuamente e por longos periodos. Foi observada
reducdo drastica na frequéncia das crises algicas graves, reducdo no niimero de transfusdes e
hospitalizagdes, além de queda na incidéncia de STA (VOSKARIDOU et al., 2009). Os
beneficios do uso da HU tém sido replicados em estudos de diferentes paises. Uma pesquisa da
Italia mostrou reducdo de STA, crises de dor por vaso-oclusio, hospitaliza¢des e necrose dssea
(RIGANO et al., 2017). No Egito, os pacientes tratados com o firmaco apresentaram elevacdo
dos niveis de Hb, queda de leucdcitos, plaquetas e reticulocitos (YOUSSRY et al., 2017).
Estudos nacionais também apontam nessa mesma direcdo dos beneficios da HU (ADEGOKE
et al., 2017). Estudo realizado no Rio de Janeiro foi pioneiro ao mostrar a reducdo da
mortalidade em criangas com doencga falciforme tratadas com HU (LOBO et al., 2013). Foram
observadas 36 mortes dentre as 1.493 criangas com DF néo tratadas com o farmaco, enquanto
apenas 1 morte foi contabilizada dentre as 267 em tratamento com HU. Em adi¢3o, a terapia
com HU foi significativamente associada com o aumento da concentragdo de Hb, HbF, volume
corpuscular médio e redugdo na contagem de plaquetas, reticulécitos e neutrofilos (LOBO et
al., 2013). Outro estudo em Sao Paulo mostrou que, além de elevacdo dos niveis médios de
HbF, os pacientes apresentaram reducdo na contagem de neutrdfilos e reticuldcitos
(ADEGOKE et al., 2016). Na Bahia, os pacientes tratados com HU apresentaram menos
hemolise com consequente melhora clinica (ALELUIA, 2017). Um ensaio clinico multicéntrico
randomizado mostrou que criangas que haviam sido triadas como de alto risco pelo exame de
doppler transcraniano (TCD) puderam substituir o tratamento padrdo com transfusdes
sanguineas profilaticas pelo uso continuo de HU na prevencdo de AVC primario (WARE et al.,
2016). Tal achado mostrou semelhante resultado em um estudo realizado em S3o Paulo, onde
a HU foi um substituto seguro ao uso de transfusdes cronicas na prevengdo de AVC em criangas
(ADEGOKE et al., 2017).

Apesar dos evidentes beneficios do tratamento com a HU, existe grande variabilidade
interindividual de resposta farmacoldgica e cerca de 25 a 30% das pessoas néio apresentam
redugdo significativa dos sintomas da doenga falciforme (ALGIRAIGRI; KASSAM, 2017,
GREEN et al., 2013). Essa responsividade varia também conforme o pardmetro a ser avaliado,
sendo que para a HbF, observa-se alta variabilidade na indu¢io da HbF pela HU, oscilando

entre valores baixos de 2% até niveis superiores a 30% (PULE et. al., 2016). As razdes para o
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amplo espectro de resposta clinica observada durante o tratamento com HU nio sdo totalmente
compreendidas, no entanto, parte disso parece ser explicada por interagdes farmacogenéticas

(GRECH; GROSSMAN, 2015).

2.5 POLIMORFISMOS GENETICOS ENVOLVIDOS NA RESPOSTA A HU

A variabilidade na resposta farmacoldgica ¢ um evento multifatorial e complexo.
Fatores demograficos como peso, idade, género, assim como fatores clinicos como fungio
renal, hepatica, habitos alimentares, tabagismo, etilismo e falhas de adesfo ao tratamento sio
alguns fatores que podem afetar a resposta a medicamentos. Muitos desses fatores ambientais
e de desenvolvimento podem interagir entre si e/ou com os fatores genéticos para afetar a
resposta a um farmaco (FRANCONI et al., 2007).

Diversos estudos evidenciam que a composi¢cdo genética tem fundamental papel nas
variagdes observadas na resposta farmacoldgica e na tolerdncia aos farmacos (GRECH;
GROSSMAN, 2015). Por essa razdo, tém sido crescente o numero de estudos
farmacogenéticos, os quais tem por objetivo determinar como o background genético do
paciente influencia sua resposta a0 medicamento ou a probabilidade no desenvolvimento de
reacdes adversas e toxicidade. Segundo um estudo norte americano, cerca de um ter¢o dos
medicamentos em estudo clinico atualmente consideram a associacdo com um biomarcador
genético especifico complementar. Isso indica que, os medicamentos aprovados nos proximos
anos serdo cada vez mais pautados em terapias personalizadas (BUSH; MOORE, 2014).

Dentre os polimorfismos conhecidos, a categoria mais comum decorre da variagio na
troca de um nucleotideo por outro, conhecido por Single Nucleotide Polymorphism (SNP) ou
polimorfismo de nucleotideo unico. O SNP pode estar localizado em varias regides do gene:
promotora, codificadora (éxons) e néo codificadora (intron). Estima-se que 1 milhdo de SNPs
(um para cada mil nucleotideos) possam existir no genoma humano, dos quais 60 mil estdo em
regides codificadoras de proteinas (ARTAC et al., 2010). Os SNPs na regido promotora e
codificadora tém maior probabilidade de modificar o funcionamento do gene e,
consequentemente manifestar alteragdes fenotipicas (CARLOS, 2011).

Um consideravel nimero de evidéncias experimentais sugerem que SNPs em genes fora

do cluster da B-globina humana estio significativamente relacionados a resposta ao tratamento
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com HU em pacientes com hemoglobinopatias (GRECH; GROSSMAN, 2015). Assim,
polimorfismos em genes relacionados a indugéo de HbF, bem como associados a fisiopatologia
da DF e aos mecanismos farmacocinéticos e farmacodindmicos da HU, tornam-se importantes
genes candidatos na busca pelo tratamento mais adequado dos pacientes.

Varios estudos em pacientes com hemoglobinopatias vém refor¢ando a associac@o entre
diversos polimorfismos no gene BCL114 e as concentracdes HbF anteriores e apos o tratamento
com HU (ALELUIA et al., 2017; FRIEDRISCH, et. al, 2016; GREEN; BARRAL, 2013). O
gene do BCLI1A esté localizado na regido cromossémica 2q16.1, codificando uma proteina
com dominios proteicos em dedo de zinco (zinc finger), os quais tem a propriedade de ligarem-
se a0 DNA em varias regides no cluster da -globina, atuando como um repressor na sintese de
HbF (LETTRE; BAUER, 2016; MENZEL et al., 2007). A presenca dos polimorfismos G>A
(rs4671393) e A>C (1s766432) no gene BCL11A4 ja foram descritos como capazes de influenciar
diferentemente a clevacdo nos niveis de HbF (LETTRE; BAUER, 2016). Pelo fato de o
BCL11A4 agir naturalmente como um repressor na sintese de cadeias de y globinas, individuos
que apresentam o alelo menos frequente para tais polimorfismos nessa regido tendem a
manifestar elevacao nos niveis de HbF e, consequentemente, um melhor fenotipo no curso da
DF (JIANG et al., 2016; LAURENTINO, 2016; PEREIRA et al., 2015).

Dois interessantes estudos nacionais também sugerem o efeito de polimorfismos no
gene BCL11A4 como modulador da resposta 8 HU (ALELUIA et al., 2017; FRIEDRISCH, et
al., 2016). Dentre os 42 pacientes com o genotipo HbSS em tratamento com HU avaliados,
aqueles com o genotipo CC para o polimorfismo A>C (rs766432) apresentaram melhores
pardmetros hematoldgicos, com incremento nos niveis de Hb e hematdcrito, quando
comparados aos pacientes AA (ALELUIA et al., 2017). Em outro estudo, foi encontrado que o
polimorfismo G>A no gene BCL11A4 (1s4671393) esteve associado com o aumento dos niveis
de Hb induzido pela HU. Pacientes com AF apresentando o alelo de menor frequéncia em
homozigose tiveram maiores incrementos na concentracdo de HbF, sendo observada melhor
resposta farmacolégica (FRIEDRISCH et al., 2016). Por outro lado, uma artigo revisou a
associagdo entre a alta variabilidade relacionada ao incremento de HbF em criangas com DF
tratadas com HU e polimorfismos em 13 genes candidatos, incluindo o BCL11A4, sugere que tal
resposta ¢ muito complexa, sendo que as variagdes genéticas explicam apenas parte da referida

variabilidade (GREEN; BARRAL, 2013).
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Adicionalmente, a mesma revisdo reportou significante associagdo entre o incremento
de HF induzido pela HU e SNPs em genes envolvendo o metabolismo da arginina a NO
(GREEN; BARRAL, 2013). De fato, como ja discutido anteriormente, a deficiéncia de NO tem
mostrado desempenhar um importante papel no desenvolvimento de crises vaso-oclusivas, na
disfuncdo endotelial ¢ em outras complicagdes da DF. Em fungdo disso, parte dos efeitos
benéficos do tratamento com HU parecem ser explicados pelo aumento da biodisponibilidade
de NO, sintetizado pela NOS. Essa enzima pode existir em trés isoformas, agrupadas em duas
categorias, a NOS constitutiva (cNOS), a qual depende de ions célcio e de calmodulina, e a
NOS induzivel (iNOS, tipo II, NOS2), produzida por macréfagos e outras células ativadas por
citocinas (DUSSE et al., 2003). As isoformas constitutivas compreendem a NOS neuronal
(nNOS, tipo I, NOS1), presente normalmente nos neurénios, ¢ a NOS endotelial (eNOS, tipo
3, NOS3), presente normalmente nas células endoteliais vasculares e nas plaquetas,
desempenhando importante efeito vasodilatador (DUSSE et al., 2003).

Diversos estudos funcionais apontam para o fato de que polimorfismos nos genes da
NOS podem afetar a atividade da enzima (GODFREY et al., 2007; JOSHI et al.; 2007), sendo
varios deles associados as variacdes fenotipicas observadas na DF (ARMENIS et al., 2017;
NISHANK et al., 2013; VILAS-BOAS, 2016; SHARAN, 2004). Assim, alguns estudos
farmacogenéticos apontam que polimorfismos em genes relacionados a via do NO podem ser
associados a resposta a HU (HUSAIN; HARTMAN; DESALI, 2017). Nesse contexto, existem
alguns SNPs no gene da eNOS associados a variacdo nos niveis de NO e que parecem modular
a resposta de farmacos que ativam tal via. O gene da eNOS esta localizado na regido
cromossdmica 7q36.1, sendo esta a principal enzima envolvida na produgdo constitutiva do
NO. Dois SNPs no gene sdo bastante estudados e apresentam grande relevancia clinica: o SNP
T>C na regido promotora do gene (rs2070744), que pode conter uma base T (alelo selvagem)
ou C (alelo menos frequente) e um SNP no éxon 7 que ocorre através da substituicdo do
nucleotideo G pelo nucleotideo T (G>T) na posi¢do 894 do gene da eNOS (rs1799983),
resultando na conversdo do glutamato para aspartato na posi¢do 298 da enzima (Glu298Asp)
(AGUIAR, 2016; ARMENIS et al., 2016; BARBOSA et al., 2017; BOASIAKO, 2014;
YOUSRY et al., 2016).

Em relagao ao polimorfismo T>C, a ocorréncia do alelo C do gene da eNOS reduz em
mais de 50% a atividade promotora de células in vitro, o que reflete a diminuig¢do nos niveis

celulares de mRNA para eNOS, e consequentemente, de eNOS (NAKAYAMA et al., 1999;
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MIYAMOTO et al., 2000). Adicionalmente, foi identificada menor produ¢do plaquetaria de
NO em individuos com o alelo C que em individuos que néo apresentavam tal alelo (TANUS-
SANTOS et al., 2002). Células endoteliais com o gendtipo CC tratadas com estatinas,
conhecidos farmacos que aumentam a sintese de NO, apresentaram maiores niveis de mRNA
para eNOS que as células contendo o gendtipo TT (ABE et al., 2005). Além disso, este
polimorfismo mostrou agdo moduladora sobre o aumento da biodisponibilidade do NO, a
diminuicdo do estresse oxidativo e os efeitos anti-inflamatdrios produzidos em pacientes
tratados com atorvastatina (NAGASSAKI et al., 2006; SOUZA-COSTA et al., 2007). Tais
achados indicam que essa estatina poderia ser mais relevante para a prevengdo de eventos
cardiovasculares em individuos com o genotipo CC do que em individuos com genétipo TT
(CASAS et al., 2015; KAUFMAN et al., 2015).

Ja o polimorfismo G>T estd associado a alteracdo da atividade da eNOS. Células
portadoras do alelo menos frequente T apresentam menor disponibilidade da enzima na cavéola,
relacionando-se @ menor produgio de NO (GODFREY et al., 2007; JOSHI et al.; 2007). Tal
polimorfismo também parece modular a resposta a alguns farmacos (SILVA et al., 2011). A
presenca do alelo T parece estar associada ao pior padrido de resposta quando comparada a
individuos carregando o alelo selvagem G (TANUS-SANTOS et al., 2002; EISENHARDT et
al., 2003; TURNER et al., 2003). Pacientes homozigotos para o alelo selvagem tratados com
hidroclorotiazida mostraram maior redu¢fio da pressdo arterial quando comparados aos
pacientes com o gendtipo TT (TURNER et al., 2003).

Além de polimorfismos na eNOS, ha estudos envolvendo os genes da arginase ¢ a
resposta farmacologica (GREEN; BARRAL, 2013; HUSAIN et al, 2017). Ware ¢
colaboradores evidenciaram a associagdo do incremento de HbF induzido pela HU com
polimorfismos nos genes da arginase tipo 1 (ARG I; rs17599586) e tipo 2 (ARG 2; 1s2295644).
Ambas isoformas sdo metaloenzimas que catalisam a hidroélise da L-arginina, ou seja, elas
competem com a NOS pelo mesmo substrato, fato que pode reduzir a produgdo de NO ¢ agravar
o quadro na DF (VONK et al., 2010). Enquanto a ARG ¢ citosolica e mais abundantemente
expressa no figado, a ARG 2 € mitocondrial com maior expressdo no rim, prostata, trato
gastrointestinal e vasos, embora as duas formas sejam encontras no endotélio e na musculatura
lisa vascular (CHOI et al., 2011; PERNOW; JUNG, 2013).

Ainda, foi evidenciada uma associac¢do entre diversos pardmetros farmacocinéticos da

HU e SNPs em genes que codificam os transportadores de ureia UTA e UTB, os quais sdo
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capazes de reconhecer a HU como um substrato a ser transportado (WALKER et al., 2011;
WARE, 2011). Os transportadores de ureia (UT) fazem parte de uma superfamilia de proteinas
transportadoras de membrana, sendo responsaveis pelo transporte endégeno de ureia atraves
das membranas celulares, com papel critico na reciclagem da ureia, concentragdo de urina e na
fun¢do renal (WALKER et al., 2011). Por ser a HU um substrato analogo a ureia, variagdes
nesses UTs potencialmente podem afetar a farmacocinética do medicamento. Polimorfismos no
gene UTA (1516978449 e 1s9960464) parecem afetar a Cmix € a biodisponibilidade da HU,
medida como a area sob a curva (AUC) de quantificacdo do fArmaco (WARE, 2011). O mesmo
estudo mostrou que esse mesmo parametro farmacocinético também foi influenciado por dois
polimorfismos no gene UTB (12298720 e rs12605147).

Apesar dos evidentes avancos na area, ainda é pequeno o nimero de trabalhos realizados
sobre o tema, além de apresentarem alguns resultados controversos (ARTAC et al., 2010;
GREEN; BARRAL, 2013; HUSAIN; HARTMAN; DESAI, 2017) fato que evidencia a
necessidade de realizag@o de mais estudos genéticos relacionados ao tratamento farmacologico
das hemoglobinopatias. Nesse sentido, o estudo de polimorfismos em genes relacionados a
indu¢@o de HbF pela HU, como eNOS, ARGI1 e BCL11A, bem como a farmacocinética do
medicamento, como variagdes no gene do transportador UTA, tornam-se importantes
candidatos na busca pelo tratamento mais personalizado. Trata-se, portanto, de um estudo
pioneiro ao avaliar a influéncia de polimorfimos genéticos na resposta a HU de pacientes com
doenga falciforme em Minas Gerais. Assim, € claramente notdvel que a capacidade de predizer
o aumento da concentracio de HbF em resposta ao tratamento com HU poderd ser ttil para a
selecdo dos pacientes respondedores, além de reduzir potenciais chances de reagdes adversas

ao tratamento com o farmaco em pacientes ndo respondedores.



47

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associago entre polimorfismos nos genes da eNOS, ARGI, BCL114¢e UTA e

a resposta hematoldgica a hidroxiureia (HU) em pacientes com doenga falciforme.

3.1.1 Objetivos especificos

» Genotipar e determinar a frequéncia dos genotipos e alelos para seis polimorfismos nos
genes da eNOS, ARGI, BCL114 ¢ UTA dentre os pacientes com doenca falciforme
atendidos no Hemocentro Regional de Governador Valadares;

» Identificar possiveis associagdes entre os parametros hematoldgicos com
polimorfismos genéticos em voluntdrios com doenga falciforme tratados e néo tratados
com HU;

» Avaliar possiveis associagdes entre os polimorfismos genéticos e o perfil de

respondedores ou nao respondedores 8 HU em voluntarios com doenga falciforme.
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4 METODOLOGIA E CASUISTICA

4.1 CASUISTICA

Trata-se de um estudo com recorte longitudinal, realizado no periodo de agosto de 2015
a janeiro de 2018, onde foram convidados a participar da pesquisa as pessoas com doenga
falciforme atendidas no Hemocentro Regional de Governador Valadares da Fundacdo
Hemominas, Minas Gerais; acompanhados pela médica Ana Paula Pinho Santos, colaboradora
do projeto. A area de abrangéncia do referido Hemocentro compreende as regides dos Vales do
Ago, Rio Doce, Mucuri, Jequitinhonha e parte da Zona da Mata.

Foram incluidos 185 voluntarios com doenga falciforme SS ou SC, sendo que desses,
93 estavam em tratamento com hidroxiureia (Grupo Tratamento) e¢ 92 voluntarios que nio
estavam usando tal farmaco (Grupo Controle), apds manifestarem o consentimento pela
assinatura de termo de Consentimento Livre € Esclarecido (TCLE) e/ou Termo de Assentimento
(TA), quando apropriado (Anexos A, B, C, D, E e F).

Néo foram incluidos no estudo pacientes gestantes, aqueles que apresentaram testes
sorologicos positivos para HIV, Hepatite B e C ou aqueles que apresentaram comprometimento
hepatico ou renal graves. Adicionalmente, foram excluidos pacientes que receberam transfuséo
sanguinea em periodo inferior a 100 dias e possuiam o diagndstico de quaisquer talassemias.

O diagnostico foi confirmado por exames disponiveis em prontudrio, bem como as
informagdes referentes aos dados clinicos, fenotipicos e laboratoriais. Foram coletadas as
seguintes informagdes em formulario proprio: idade, sexo, exames hematoldgicos,
medicamentos utilizados, tempo de tratamento, doses utilizadas, crises algicas, transfusoes,
internagdes, infec¢des e outras complicagdes em que houvesse descricdo em prontudrio
(Instrumento de Coleta de Dados; Anexo G).

Foram coletados do prontuario dos voluntarios os dados de hemoglobina (Hb),
hematdcrito (Hct), reticuldcitos (Rtc) e leucograma total (LG) antes do inicio do tratamento
com HU e em intervalos de 3, 6, 12 ¢ 18 meses apds o tratamento. Adicionalmente, foram
obtidos os dados de hemoglobina fetal (HbF) antes ¢ apds terapia com HU. Para pacientes com
periodo superior a 18 meses de tratamento, também foram analisados os dados hematoldgicos

do tltimo acompanhamento.
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Conforme os valores de HbF pos-tratamento com tal farmaco, os pacientes foram
classificados como “respondedores” & HU se os niveis de HbF estivessem maiores que 20%,
enquanto aqueles pacientes com niveis inferiores a esse foram considerados como ‘“ndo
respondedores”. Essa classificagdo dicotomica entre “respondedores” e “ndo respondedores” a
HU foi anteriormente utilizada em outros estudos farmacogenéticos, uma vez que niveis de HbF
superiores a 20% parecem se relacionar aos melhores efeitos terapéuticos do farmaco (BORG
et al., 2012; CHALIKIOPOULOU et al., 2016; PATRINOS; GROSVELD, 2008).

A pesquisa seguiu o protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Juiz de Fora (CAAE: 29058814.4.0000.5147, anexo H) e da Fundagao
Hemominas (CAAE: 29058814.4.3001.51.18, anexo I). Vale ressaltar que a fase de coleta de
dados em prontuério perpetuou durante toda a pesquisa e o registro foi feito em uma planilha
Excel® criada como um banco de dados que fora constantemente atualizado. Foi desenvolvido
um cddigo de identificag@o para todos os voluntarios da pesquisa de conhecimento apenas da

pesquisadora, em respeito a ética e ao sigilo dos dados coletados.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Coleta de sangue periférico e separacio do camada leucocitaria

Para a analise dos dados moleculares, foi coletado aproximadamente SmL de sangue
periférico, em tubo estéril a vacuo contendo anticoagulante acido etilenodiaminotetracético
(EDTA). A coleta foi realizada no Hemocentro Regional de Governador Valadares em
obediéncia a demanda interna. Apds a coleta, as amostras foram devidamente encaminhadas ao
laboratério da Universidade Federal de Juiz de Fora campus Governador Valadares ¢
armazenadas em geladeira de 2° a 8° C. O sangue total coletado foi centrifugado a
aproximadamente 2000 RPM por 10 minutos para separacdo das fragdes, sendo que o anel de
células mononucleares (buffy coat, camada leucocitaria) foi recolhido e transferido para um
microtubo previamente identificado ¢ armazenado a -20° C (conforme normas para o

biorrepositorio) para posterior extragdo do DNA gendmico (gDNA).
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4.2.2 Extracéo e quantificacio do gDNA

A extragdo de gDNA foi realizada pelo método Qiamp DNA Blood mini kit (Qiagen®)
a partir da camada leucocitaria na temperatura ambiente, de acordo com o seguinte protocolo:
em um microtubo de 1,5 ml foi pipetado 20 pL. de Protease Qiagen e adicionado 200 pL de
Tampao AL; a seguir, foram adicionados 200 ul de amostra no seu respectivo microtubo ja
identificado. O microtubo foi agitado em vortex por 15s e incubado a 56°C por 30 min em
banho seco com agitagdo de 750 rpm. Decorrido o tempo, as amostras foram brevemente
centrifugadas e ao tubo foram adicionados 200 pL de etanol 100%, seguido de agitacdo no
vortex por 15 s. Apos breve centrifugagdo, cada amostra foi aplicada em uma coluna de
centrifugacdo (contida no kit de extragéio) acoplada a um tubo coletor de 2mL, com cuidado
para ndo molhar borda; a seguir, os tubos foram centrifugados a 12.000 RPM por 5 min.; os
tubos coletores contendo o liquido foi descartado. O gDNA permaneceu aderido a coluna; a
seguir, foi encaixado novo tubo coletor de 2 mL e adicionado 500 pL. do Tampao AW1 a coluna,
sem molhar a borda, e novamente centrifugado a 12.000 RPM por 5 min. O tubo coletor foi
descartado e novo tubo coletor de 2 mL foi acoplado a coluna. A seguir, foi adicionado 500 uL
do Tampido AW2 a coluna, sem molhar a borda, e centrifugado & 14.000 RPM por 3 min.
Novamente, o tubo coletor foi descartado e a coluna foi acoplada a um microtubo de 1,5 ml
novo identificado com o nome/nimero da amostra. Cuidadosamente, a coluna foi aberta e
adicionou-se 100 uL do tampdo AE. Apds incubagdo por 5 min, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 RPM por 3 min. A coluna foi descartada e o liquido eluido no microtubo
corresponde a fracdo contendo o DNA. Este foi estocado em refrigerador a —20°C.

A quantificagdo do gDNA, bem como avalia¢do de sua qualidade, foi feita pelo deposito
de 2 uL de gDNA em aparelho de espectrofotometria NanoVue™ plus (GE®), calibrado
previamente com tampdo AE. Os 4cidos nucleicos possuem maxima absorbancia no
comprimento de onda correspondente a 260 nm, regido do ultra-violeta (UV), e por isso, a razdo
entre as medidas a 260 nm e 280 nm (A260/A2g0) indica pureza do gDNA e valores entre 1,7 e
1,9 foram considerados ideais. Valores inferiores podem indicar contaminagio por proteinas,
fenois ou outros compostos que absorvem luz proxima a 280 nm (EMBRAPA, 2017). De forma
complementar, a razdo entre as leituras a 260 nm ¢ 230 nm (A260/A230) também foi realizada a

espera de valores entre 1,5 e 2,5, sendo que valores abaixo indicam contaminag@o por
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compostos que absorvem luz a 230 nm como EDTA, carboidratos entre outros (EMBRAPA,
2017).

Adicionalmente, um gel de agarose 2% foi feito para conferéncia da integridade de
algumas amostras aleatérias de gDNA extraidas. Apos a corrida eletroforética, as amostras
foram coradas com Gel Red® e visualizadas em luz UV, o que revelou perfil com pequeno

arraste e sugeriu boa qualidade do gDNA para etapa de genotipagem.

4.2.3 Genotipagem

A técnica de genotipagem dos alelos dos genes selecionados para a pesquisa seguiram
protocolo “TagMan® SNP Genotyping Assays Protocol” da Applied Biosystems®. Os SNPs
selecionados para esse estudo foram G>T (rs1799983) e T>C (rs2070744) no gene eNOS, C>T
no gene ARG (rs17599586), A>C (rs766432) e A>G (rs4671393) no gene BCLI114 e G>A no
gene UTA (1s9960464) (Tabela 2).

Em todas as analises supracitadas, foi utilizada a técnica de fluorescéncia com sondas
TagMan® a partir de ensaios validados pela Thermo Fisher (Tabela 2). As sondas contém
corantes fluorescentes distintos e um par de iniciadores para Reagfio em Cadeia da Polimerase
Quantitativa em Tempo Real, qPCR, sendo capazes de detectar os alvos de SNPs especificos
que alinham-se exclusivamente com o genoma para proporcionar uma grande especificidade
para o alelo de interesse. As sondasforam marcadas com fluor6foros distintos (VIC e FAM)
para distingdo dos dois alelos do SNP.

As amostras de gDNA foram diluidas para a concentracdo final de 2ng/ul, sendo
utilizado SuL dessa solug¢do em cada pogo de reag@o, com quantidade final de DNA de 10ng
por pogo. Para cada reagdo, foram adicionados os seguintes itens ao mix: 6,25uL de TagMan™
Genotyping MasterMix (Thermo Fisher); 0,626ul. do ensaio TagMan (20x) e 0,625ulL de 4gua
ultrapura livre de desoxirribonucleases (DNAse) e ribonucleases (RNAse) (IDT). O mix das
reacdes foi preparado em Workstation, no escuro. Para preparar o Mix, foi utilizado um
microtubo de 1,5mL. Em placas de PCR de 96 pogos (MicroAmp® Fast Optical, Thermo
Fisher), foram adicionados 7,5ul. do mix/pogo, e a seguir acrescentados 5ul de solugdo de DNA
(concentragdo de 2ng/mL), com volume final de reag¢do de 12,5ul.. Todas as amostras foram

analisas em duplicata. Apds cobertas com filme adesivo (MicroAmp® Optical Adhesive Film,
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Thermo Fisher) as placas foram entfo centrifugadas a 1200rpm por 2 minutos ¢ levadas para
reagdo no equipamento StepOne Plus Real Time da ThermoFisher®. Foram consideradas
otimas as seguintes condi¢des de amplificagdo na PCR em tempo real:
Holding  60°C - 30seg

95°C - 10min
40 ciclos  95°C - 15seg

60°C - lmin

A andlise genotipica dos polimorfismos foi realizada pelo programa Allelic

Discrimination da Applied Biosystems®.

Tabela 2: Gene, referéncia do SNP, localiza¢do do cromossomo, localizagio no gene, troca de base nitrogenada e
identificagdo dos ensaios utilizados

Gene Referéncia do Localizacio do Localizacio Troca de Base Ensaio

SNP Cromossomo no Gene Nitrogenada (Thermo Fisher)
rs1799983 Exon 7 G>T

oNOS 74361 C__ 3219460 20

152070744 Regido T>C C 15903863 10

Promotora — -

ARGI rs17599586 6q23.2 Intron C>T C_ 25596209 10
rs4671393 Intron G>A

BCLIIA 2p16.1 C_ 25926414 10

13766432 Intron A>C C_ 1025980 10

UTA 159960464 18q12.3 Intron G>A C_ 1381869 10

4.2.4 Analises estatisticas

Os biomarcadores laboratoriais dos voluntarios foram expressos como média + desvio
padrio e a avaliacdo da distribuicdo normal foi feita pelo teste de D’Agostino & Pearson.
Diferengas na distribuicdo dos genotipos/alelos e desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg
foram avaliadas pelo teste do X? ou Teste Exato de Fisher, quando apropriado.

As comparagdes dos parametros hematologicos antes e apds o tratamento com

hidroxiureia para o mesmo paciente foram feitas em uso do teste de Wilcoxon para amostras
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pareadas. Para a comparacdo entre os grupos de pacientes controle e em uso do medicamento
para os parametros acima, as andlises foram conduzidas usando teste t ndo pareado para valores
que seguiram distribuicdo normal e de Mann Whitney para aqueles que ndo seguiram a
normalidade.

Para verificar a associacdo entre os gendtipos/alelos observados e as variaveis
analisadas, foram aplicados os testes abaixo, quando apropriado:

1) Para comparacdo das varidveis continuas entre gendtipos/alelos: quando as medidas
seguiram distribui¢do normal, foi utilizada a analise de varidncia ANOVA One-Way, seguido
pelo teste t ndo pareado. O teste Kruskal-Wallis, um teste ndo paramétrico, foi aplicado para as
medidas que ndo seguiram distribuicdo normal, seguido pelo teste de MannWhitney.

2) Para os testes de associacio entre varidveis categéricas: foi utilizado o teste do X>. Nos casos
de pequenas amostras, em que a frequéncia esperada foi menor que cinco em tabela 2x2, foi
aplicado o teste Exato de Fisher.

Todas as analises estatisticas acima foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism® versdo 6.01 (San Diego, CA), considerado como significativo os valores de p <0,05.

O fato de existirem diversas varidveis preditoras mensuradas nessa pesquisa, foi
realizada uma analise de regressdo multipla, na qual foram consideradas individualmente cada
um desses pardmetros hematoldgicos de interesse € a interagdo com as outras variaveis (como
idade, sexo, dose do farmaco, tempo de tratamento, diagndstico, genotipos, etc). A partir disso,
houve uma selecao a fim de sinalizar as varidveis importantes para a explicacdo da resposta o
que resultou em um modelo de regressdo parcimonioso. Esta sele¢do foi realizada através do
método stepwise, que avalia primeiro a necessidade da inclusdo do termo aleatorio e em seguida
exclui uma a uma as variaveis preditoras que ndo sdo significativas até obter o modelo mais
enxuto possivel.

Todas as variaveis preditoras coletadas foram utilizadas na selecdo, incluindo a
interacdo dessas com o tempo. A fim de facilitar a analise, a variavel “tempo” foi categorizado
em 5 momentos (antes, 3, 6, 12 e 18 meses) e a variavel “idade” foi categorizada em trés niveis
conforme o histograma de distribui¢fo (menor que 20 anos, entre 20 e 40 anos e maior que 40
anos). A variavel “leucocitos totais” foi logaritmizada devido ao seu carater assimétrico.

Duas sele¢des de variaveis foram realizadas para cada variavel resposta: Uma selec@o
que incluiu dados de todos os pacientes, tanto tratamento, quanto controle ¢ excluiu da selegio

a variavel preditora “resposta”, pois essa s6 havia sido mensurada no grupo Tratamento. Outra
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selecdo incluiu apenas dados dos pacientes tratados, onde a variavel “resposta” foi incluida.
Tais andlises estatisticas foram realizadas através do software R versdo 3.4.2 (R Core Team,
2017).

Adicionalmente, as varidveis preditoras tempo, diagnéstico, dose, idade, sexo e os 6
SNPs foram utilizadas para analise de regressdo logistica (modelo para resposta dicotémica)
resultando em um modelo de regressdo parcimonioso. Tal modelo teve por objetivo tentar
explicar a probabilidade de um paciente ser respondedor ou ndo respondedor & HU, incluindo
a interagdo dessas com o tempo antes e depois do tratamento. As varidveis dos perfis
hematoldgicos (Hemoglobina, Hematocrito, Leucocitos Globais, Reticuldcitos e Hemoglobina
Fetal) ndo foram consideradas na selecdo. A adequagdo do modelo foi verificada através da
Deviance residual e do envelope de probabilidade (resultados ndo mostrados). A tabela de
Andlise da Deviance para modelo foi construida e os principais indices de qualidade do modelo
foram calculados: Acuracia, Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo ¢ Valor
Preditivo Negativo. Tais analises estatisticas foram realizadas através do soffware R versdo

3.4.2 (R Core Team, 2017).
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5 RESULTADOS

A caracterizacdo dos 185 pacientes com doenga falciforme incluidos no presente estudo

acompanhados pelo Hemocentro Regional de Governador Valadares ¢ mostrada na Tabela 3.

Tabela 3: Caracterizacdo dos 185 pacientes com doenga falciforme em uso ou nido de Hidroxiureia (HU)
acompanhados pelo Hemocentro Regional de Governador Valadares

Todos os pacientes Sem uso de HU Em uso de HU
Valor p

(n=185) (n=92) (n=93)*
Sexo (% masculino) 99 (54%) 54 (59%) 45 (48%) 0,938!
Idade (anos) 15,8+ 11,3 13,7+ 10,7 179+11,5 0,008
Diagnostico (%)
HbSS 134 (72%) 51 (55%) 83 (89%) <0,0001'
HbSC 51 (28%) 41 (45%) 10 (11%)
Hemoglobina, g/dL 9,15+ 1,60 9,27+ 1,72 9,03 = 1,47 0,3362
Hematdécrito, % 27,68 £ 5,07 28,33 £5,41 27,03 +4,65 0,0803
Leucometria Global, 9,99 £ 3,82 10,88 = 4,42 9,11 £2,89 0,009
x103 /L
Reticulécitos, % 2,56 + 1,47 2,46 = 1,66 2,67 £1,25 0,108?

* Referem-se aos valores apds tratamento com HU. Os valores em negrito indicam significancia de p<0,05 entre
pacientes em uso ou ndo de HU. 'As analises foram desenvolvidas usando teste X% 2As andlises foram
desenvolvidas usando Mann-Whitney; *As analises foram desenvolvidas usando teste t ndo pareado. Valores de
referéncia adotado: Hemoglobina — 12 a 16g/dL; Hematécrito — 30 a 45%; Leucometria Global — 4 a 11x103/L;
Reticuldcitos — 0,5 a 2%.
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As frequéncias genotipica ¢ alélica na populagdo estudada para os polimorfismos G>T
(rs1799983) e T>C (rs2070744) no gene da eNOS, C>T (1s17599586) no gene da ARGI, A>C
(rs766432) e A>G (1s4671393) no gene BCL114 e G>A (1s9960464) no gene UTA sdo descritas

na Tabela 4. Todos os seis polimorfismos avaliados estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg

(Tabela 4).

Tabela 4: Frequéncia dos SNPs para os genes da eNOS, ARGI, BCL114 ¢ UTA em pacientes com doenga
falciforme atendidos no Hemocentro Regional de Governador Valadares

Gene/SNP Genétipos Numero Frequéncia Frequéncia dos HWE*
Absoluto Relativa Alelos
eNOS GG 112 60,5% G-0,76 2,38
(rs1799983) GT 59 31,9% T-0,24
TT 14 7,6%
eNOS TT 77 41,6% T-0,65 0,83
(rs2070744) CT 89 48,1% C-0,35
CC 19 10,3%
ARG1 CcC 137 74,1% C-0,86 0,10
(rs17599586) CT 45 24,3% T-0,14
TT 3 1,6%
BCLI114 GG 105 58,4% G-0,76 0,01
(rs4671393) GA 66 35,7% A-024
AA 10 5,9%
BCLI14 AA 108 58,3% A-0,76 0,27
(rs766432) AC 65 35,1% C-0,24
CC 12 6,6%
UTA GG 68 36,8% G-0,61 0,26
(rs996046) GA 91 49,2% A-039
AA 26 14,0%

* Equilibrio de Hardy-Weinberg considerando p=0,05, significativo se X>> 3,84.
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Adicionalmente, ndo foram encontradas diferen¢a nas frequéncias genotipica e alélica
para nenhum dos seis SNPs avaliados quando os pacientes foram agrupados conforme as

hemoblobinopatia SS ou SC (Tabela 5).

Tabela 5: Frequéncia dos seis SNPs para os genes eNOS, ARG1, BCL11A4 e UTA em pacientes agrupados conforme
hemoglobinopatia SS e SC atendidos no Hemocentro Regional de Governado Valadares

Gene/SNP Gendtipos Frequéncia dos P Frequéncia dos alelos )]
genotipos % (n)

HbSS HbSC HbSS HbSC
eNOS GG 61,2(82) 58,2 (30) 0,76 G-0,76 G-10,76 0,99
(rs1799983) GT 30,6 (41) 35,3 (18) T-0,24 T-0,24
TT 8,2 (11) 5,9(3)
eNOS TT 403 (54)  45,1(23) 0,70 T-0,65 T-0,67 0,80
(rs2070744) CT 50,0 (67)  43,1(22) C-035 C-033
cc 9,7 (13) 11,8 (6)
ARGI cc 73,9(99) 74,5 (38) 0,93! C-0,86 C-0_87 0,72
(rs17599586) CT 239(32)  25,5(13) T-0,14 T-0,13
TT 2,2 (3) 0 (0)
BCLI114 GG 57,1(76) 60,4 (29) 0,86 G-0,76 G-0,77 0,82
(rs4671393) GA 37,6 (50)  33,3(16) A—0,24 A-0,23
AA 5,3 (7) 6,3(3)
BCLI14 AA 58,2(78) 58,8 (30) 0,48 A-0,76 A-0,75 0,69
(1s766432) AC 36,6 (49) 31,4 (16) C-0.24 C-025
cC 5,2(7) 9,8 (5)
UTA GG 343 (46)  43,1(22) 0,52 G-0,60 G-0,65 0,41
(r$996046) GA 51,5(69)  43,1(22) A—0,40 A-0,35
AA 14,2 (19) 13,8 (7)

As andlises foram desenvolvidas usando teste X2 ou Teste exato de Fisher, quando apropriado. 1 Analise de CC x
CT+TT.
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Nio foram observadas associagdes estatisticamente significativas entre os parametros
hematoldgicos com os seis polimorfismos genéticos nos voluntarios com doenga falciforme
sem tratamento com HU (todos p>0,05; Tabela 6). Tal analise incluiu os 185 pacientes, sendo
que além dos pacientes nunca tratados com HU, foram incluidos os pardmetros basais dos

voluntarios tratados com tal farmaco, ou seja, anteriores ao tratamento farmacologico.

Tabela 6: Parametros hematoldgicos conforme os genotipos para os SNPs nos genes da eNOS, ARGI, BCLI11A e
UTA em pacientes com doenga falciforme néo tratados com Hidroxiureia atendidos no Hemocentro Regional de
Governador Valadares

Pariametro Genétipos Valor p

eNOS (rs1799983) GG (n=112) GT (n=59) TT (n=14)

Hb, g/dL 8,57+ 1,77 9,10+ 1,97 8,74 £ 1,37 0,239!
Hct, % 26,30 +5,96 27,32 +£6,42 2724 +4,67 0,491!
LG, x10%L 12,27 £4,54 10,82 £ 4,67 13,21 +4.47 0,080?
Rtc, % 3,44£2,08 3,47 +£2,56 3,29+2,32 0,873!
eNOS (rs2070744) TT (n=77) TC (n=89) CC (n=19)

Hb, g/dL 8,86 £ 1,94 8,63+ 1,76 8,90 £ 1,61 0,751
Hct, % 2721 £6,41 26,26 £5,78 26,64 £ 5,58 0,817!
LG, x10%L 11,58 £3,78 12,11 £5,26 12,07 + 4,64 0,7512
Rtc, % 3,53+2,20 346+2,19 2,91+ 1,66 0,576!
ARGI (rs17599586) CC (n=137) CT (n=45) TT (n=3)

Hb, g/dL 8,75+ 1,79 8,83 +£1,94 7,70 £0,95 0,627!
Het, % 26,66 + 6,05 27,04 + 6,09 23,20+0,72 0,512!
LG, x10%L 12,19 +4,76 10,88 +4,19 12,71 £ 1,25 0,244
Rtc, % 3,56 +£2,23 291+1,72 5,63+£2,35 0,077
BCL114 (rs4671393) GG (n=105) GA (n=66) AA (n=10)

Hb, g/dL 8,68 £ 1,77 8,68 £ 1,86 9,04 + 1,86 0,721!
Het, % 26,29 +5,88 26,85 + 6,05 27,30+7,35 0,694!
LG, x10%L 12,44 +4.31 11,42 +4,72 11,90 + 5,47 0,238!
Rtc, % 3,47 £2,08 3,55+£2,22 3,31£2,33 0,919!
BCLI11A (rs766432) AA (n=108) AC (n=65) CC (n=12)

Hb, g/dL 8,71+ 1,78 8,69 £ 1,84 9,51 +£2,03 0,315!
Hct, % 26,36 5,90 26,90 + 6,00 28,55 +7.27 0,478!
LG, x10%/L 12,26 + 4,45 11,53 +4,57 10,40 + 6,14 0,276!
Ric, % 3.44£2,10 3,52+£2,23 3,03£2,22 0,699!
UTA (rs996046) GG (n=68) GA (n=91) AA (n=26)

Hb, g/dL 9,04+ 1,94 8,62+1,71 8,45+ 1,81 0,323!
Hct, % 27,46 £ 6,45 26,11 £5,85 26,74 £ 538 0,277!
LG, x10%L 11,63 =4,64 11,94 £4.32 12,34 +5,63 0,790?
Rtc, % 3,38+£2,37 3,39+£1,95 3,74+ 2,26 0,593!

Hb: hemoglobina; Het: hematdcrito; LG: leucometria global; Rtc: reticuldcitos. Valores sdo expressos como média
+ desvio padrio. ! As analises foram desenvolvidas usando o Kruskal-Wallis test; > As andlises foram
desenvolvidas usando ANOVA.
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Por outro lado, a analise por regressdo multipla do grupo de pacientes tratados com
Hidroxiureia, revelou significativa associac@o entre os niveis de hemoglobina e o polimorfismo
G>T (rs1799983) no gene da eNOS (Tabela 7), sendo que os pacientes com o genétipo GT
apresentaram maiores valores de Hb quando comparados aos pacientes homozigotos para o

alelo G (Figura 6).

Tabela 7: Modelo multivariado associando os niveis de hemoglobina em pacientes com doenca falciforme tratados
com Hidroxiureia

Média dos

Variavel Estatistica F Valor p Valor R?
quadrados

Sexo 0,2 0,4 0,523 0,364

Diagnostico 15,8 41,8 <0,001

Tempo de tratamento 31,8 84,1 <0,001

Sexo e tempo de tratamento 1,2 32 0,014

eNOS (rs1799983) 1,3 3,5 0,033

Figura 6: Associagdo dos niveis de hemoglobina e os gendtipos para o rs1799983 no gene da sintase endotelial
do dxido nitrico (eNOS) em pacientes com doenga falciforme tratados com Hidroxiureia (n=93)
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Os grupos que compartilham a mesma letra ndo possuem as suas respectivas médias diferentes entre si em um
nivel de significancia de 5%. Fonte: R Core Team, 2017.
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Como evidenciado na Tabela 7, além do genotipo para o rs1799983 no gene da eNOS,
as varidveis diagndstico (SS ou SC), tempo de tratamento e a interagfo entre tal variavel e o
sexo, também contribuiram para explicar parte da variagdo dos niveis de Hb observada
(R?=0,364). Diante disso, foram conduzidas analises sepadas, considerando exclusivamente os
dados dos pacientes com o diagnostico SS (HbSS) ou SC (HbSC). Para os pacientes SS, foram
considerados os pardmetros hematologicos em dois momentos fixos: antes do tratamento com
HU (pré-tratamento; niveis basais) e apds tratamento com o farmaco (pds-tratamento). Para os
pacientes SC, foram considerados os dados obtidos em apenas um momento, uma vez que foram
incluidos os pacientes que nfo estavam em tratamento com HU e os pardmetros basais dos
voluntarios tratados com tal farmaco. A associagdo de tais pardmetros nos pacientes com
anemia falciforme com os gendtipos para o rs1799983 no gene da eNOS sdo mostrados na
Tabela 8. Assim como apontado na andlise multivariada, os maiores valores basais de Hb
também foram encontrados entre os pacientes com gendtipo GT quando comparado aos
pacientes com duas copias do alelo G (p= 0,01). Adicionalmente, ndo houve associa¢des dos
niveis de Hb com os gendtipos para os outros cinco SNPs pesquisados dentre os 83 pacientes
com HbSS (p>0,05; Tabelas A, B, C, D e E do Apéndice). Também ndo foram observadas
diferencas significativas quanto a associag@o para tais genotipos € os parametros bioquimicos

nos pacientes com hemoglobinopatia SC (Tabela F do Apéndice).
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Tabela 8: Associa¢do dos biomarcadores bioquimicos em 83 pacientes com anemia falciforme tratados com HU
com genotipos para o 1s1799983 no gene da sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS)

GG (n=49) GT (n=28) TT (n=6) P
Hb, g/dL (pré-tratamento) 7,44 + 0,86 8,15+ 1,372 7,77 £ 0,70 0,030!
Hb, g/dL (pés-tratamento) 8,52 +1,00 9,14 +£1,31 8,67 +1,16 0,0742
AHb 1,08 £0,97 0,99 £0,71 0,90 + 1,44 0,854
Hct, % (pré-tratamento) 2248 +3,18 23,90 +£4,78 23,78 £ 1,79 0,2522
Hct, % (pés-tratamento) 25,42 +3,49 27,29 + 3,93 26,53 + 3,67 0,0992
AHct 2,94 +£3,12 3,39 £2,44 2,75 +2.87 0,7712
LG, x10%L (pré-tratamento) 14,04 =3,73 13,20 +4,23 17,35 £2,43 0,0612
LG, x10%/L (pds-tratamento) 9,69 +2,80 8,65+2,52 10,87 £ 1,21 0,1012
ALG 4,36 +3,53 4,55 +3,96 6,48 +1,85 0,224!
Rte, % (pré-tratamento) 4,58 +1,94 4,99 +£2.20 4,82 +2.50 0,683!
Rte, % (pos-tratamento) 2,89 +1,10 2,53 +£1,03 2,22 +£0,89 0,2032
ARte 1,61 £2,13 2,27 +£2,48 2,60 2,14 0,440!
HDbF, % (pré-tratamento) 6,13 £4,52 7,27 £5,49 7,10+ 5,05 0,562!
HDbF, % (pés-tratamento) 15,20 = 7,56 16,75+ 7,63 14,45 + 6,36 0,6292
AHbF 9,16 =7,46 9,46 £7,15 7,50 + 3,99 0,8312

Hb: hemoglobina; Hct: hematdcrito; LG: leucometria global; Rtc: reticuldcitos. Valores em negrito indicam
significancia de p<0,05. ! As anélises foram desenvolvidas usando o Kruskal-Wallis test; > As analises foram
desenvolvidas usando ANOVA; ? comparacdo entre os gendtipos GG e GT usando teste de Mann-Whitney
(p=0,0103). Valores sdo expressos como média + desvio padrdo. Os valores de delta (A) representam a diferenga
de cada um dos pardmetros hematologicos antes e apds o tratamento com a hidroxiureia.

O diagndstico dos pacientes (SS ou SC) e o tempo de tratamento com HU também foram
varidveis significativas para explicar aproximadamente 30% das varia¢cdes observadas no
hematocrito (R?>=0,291), na leucometria global (R?=0,268) e na porcentagem de reticuldcitos
(Tabelas G, H e I do Apéndice). Por essa razao, semelhante a justificativa anterior apresentada
para os niveis de hemoglobina, foram feitas analises considerando apenas os pacientes com o

diagndstico de anemia falciforme (HbSS), no pré e pds-tratamento com HU. Adicionalmente,
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foi avaliada a diferenga entre cada um dos parametros hematologicos nesses dois tempos, sendo
denominados de valores delta (A). Nao houve associagdes para tais pardmetros bioquimicos e
valores de A avaliados em nenhum dos seis SNPs pesquisados (p>0,05; Tabela 8; Tabelas A,
B, C, D e E do Apéndice).

Apesar de ndo terem sido encontradas associagdes dos gendtipos para os seis SNPs com
nenhum dos pardmetros hematoldgicos avaliados apds o tratamento com HU, € evidente que o
tratamento farmacologico dos pacientes com doenga falciforme promoveu significativa
melhora nos niveis de Hb, Hct, LG e reticuldcitos ao longo dos tempos avaliados (Tabela 9;
Figura 7). Por outro lado, pacientes ndo tratados com esse farmaco (grupo controle) mantiveram

praticamente constantes tais pardimetros ao longo do tempo (Figura 7).

Tabela 9: Avaliacdo dos pardmetros hematologicos dos pacientes com doenga falciforme (n=93) antes e apds o
tratamento com Hidroxiureia (HU)

Parimetro Antes do uso de HU Ap6s o uso de HU Valor p
Hemoglobina, g/dL 7,99 + 1,44 9,03+ 1,47 <0,0001
Hematécrito, % 23,88 £4,57 27,03 £4,65 <0,0001
Leucometria Global, x10° /L 13,57 £4,25 9,11 £2,89 <0,0001
Reticulécitos, % 4,42 +2,14 2,67+ 1,25 <0,0001
HbF, % 6,14 £4,79 14,71 £7,79 <0,0001

Valores em negrito indicam significdncia de p<0,05 entre pacientes antes e apds o uso de HU. As andlises foram
desenvolvidas usando o teste de Wilcoxon para amostras pareadas.
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Figura 7: Avaliagdo dos niveis de hemoglobina (painel A), hematdcrito (painel B), leucometria global (painel C)
e reticuldcitos (painel D) ao longo de 5 momentos em pacientes ndo tratados (controle) ou tratados com
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Fonte: R Core Team, 2017.

Em soma, o tratamento farmacoldgico também promoveu significativo incremento dos
nives de HbF (Tabela 9). A dose de HU utilizada por esses pacientes foi de 19,1 + 4,9 mg/Kg/
dia e o tempo médio de uso foi de 47 + 18 meses (mediana 42 meses; 19-110 meses).

Quando tais pacientes foram agrupados conforme o perfil de resposta ao tratamento
farmacolégico 2 HU como “respondedores” ou “ndo respondedores”, ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas na frequéncia dos genoétipos para os polimorfismos G>T
(rs1799983) e T>C (rs2070744) no gene da eNOS (Figura 8; Painéis A e B) nem para o
polimorfismo C>T (rs17599586) no gene da ARG (Figura 8; Painel C). Por outro lado, a
frequéncia dos gendtipos GA e AA para o polimorfismo no rs4671393 no gene BCLI114 foi
maior entre os pacientes que responderam ao tratamento farmacologico (p=0,04; Figura §;
Painel D). De forma semelhante, os pacientes com os gendtipos heterozigoto e homozigoto de
menor frequéncia para o polimorfismo A>C (rs766432) no gene BCLI/14 (p=0,03; Figura §;
Painel E) também responderam melhor ao tratamento. Em adigdo, a frequéncia de pacientes
com gendtipo GA para o polimorfismo G>A (1s9960464) no gene UTA foi maior entre o grupo
dos pacientes respondedores (p=0,005; Figura &; Painel F).
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Figura 8: Frequéncias de distribui¢do dos gendtipos (%) para os polimorfismos nos genes da eNOS, ARG,
BCL114 ¢ UTA em pacientes com doenga falciforme classificados como respondedores (n=23) ou nio
respondedores (n=70) a Hidroxiureia
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Painel A: Polimorfismo G>T (rs1799983) no gene da eNOS (p=0,34); Painel B: Polimorfismo T>C (rs2070744)
no gene da eNOS (p=0,25); Painel C: Polimorfismo C>T (rs17599586) no gene da ARG1 (p=0,87); Painel D:
Polimorfismo G>A (rs4671393) no gene BCL11A (p=0,03); Painel E: Polimorfismo A>C (rs766432) no gene
BCL11A (p=0,01); Painel F: Polimorfismo G>A (rs9960464) no gene UTA (p=0,003). *p<0,05 por Teste de Qui-
quadrado. Fonte: GraphPad Prism®
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Ainda em relagdo ao tratamento farmacoldgico com HU e de acordo com a classificagio
dicotomica do perfil de resposta, a Tabela 10 mostra a Andlise da Deviance construida para o
melhor modelo proposto por regressido logistica. Houve associagdo significativa no perfil de
resposta para a variavel idade, além dos polimorfismos G>T rs1799983 no gene da eNOS
(p=0,063), A>C 15766432 no gene BCLIIA (p=0,001) e G>A 159960464 no gene UTA
(p=0,005). Baseado em tais resultados, seguiu-se a aplica¢fo de um teste de comparagdo par-a-
par para tais varidveis estatisticamente significativas (Figura 9, Painéis A-D). Pacientes que
possuem o alelo de menor frequéncia C para o rs766432 no gene BCLII/A (Painel B) e/ou o
alelo menos frequente A para o 1s9960464 no gene UTA (Painel C) apresentaram maiores
chances de serem bons respondedores a terapia com HU. Apesar de o rs1799983 no gene da
eNOS estar incluido na seleg¢@o por regressdo logistica com um valor de p marginalmente
significativo, ndo foi verificada diferenca significativa entre os dois grupos (GG e GT + TT) na
comparacdo par-a-par (Figura 9, Painel A). Adicionalmente, os individuos com idade inferior
a 40 anos apresentaram maior chance de resposta, quando comparado aqueles com idade
superior (Figura 9, Painel D). Os indices de qualidade referentes a acudria, sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e negativo encontrados para a andlise do modelo

selecionado sdo mostrados na Tabela J do Apéndice.

Tabela 10: Tabela de analise de deviance, via método stepwise do modelo de regressao logistica, para as variaveis
preditoras do perfil de resposta a Hidroxiureia em pacientes com doenga falciforme (n=93)

Graus de Lib.  Deviance

Variavel Deviance Residuos Residual Valor p
Modelo Nulo -- 464 520,2 -
Idade 19,6 462 500,6 0,001
eNOS (rs1799983) 3.4 459 473,6 0,063
BCL11A (rs766432) 15,6 461 485,0 0,001

UTA (rs9960464) 7,9 460 477,1 0,005




66

Figura 9:Valor esperado ¢ intervalo de 95% de confianca para a probabilidade de resposta de pacientes com
doenga falciforme tratados com Hidroxiureia (n=93) conforme modelo de regressdo logistica selecionado via
método stepwise
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Painel A: Polimorfismo G>T (rs1799983) no gene da eNOS; Painel B: Polimorfismo A>C (rs766432) no gene
BCL114; Painel C: Polimorfismo G>A (1s9960464) no gene UTA; Painel D: Idade categorizada. Teste de
comparag@o par-a-par, indicado pelas letras maiusculas acima de cada grupo. Grupos que compartilham a mesma
letra minuscula ndo sdo diferentes entre si no teste de comparag@o par-a-par em um nivel de significincia de 5%.
Fonte: R Core Team, 2017
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6 DISCUSSAO

A heterogeneidade nas manifestacdes laboratoriais, clinicas e na gravidade de cada
quadro clinico apresentado pelos pacientes ¢ uma caracteristica que chama a atencdo na doenga
falciforme (ZAGO; PINTO, 2007). Embora a HU comprovadamente ofereca muitos efeitos
benéficos a esses pacientes, parte significativa desses ndo respondem adequadamente a terapia
com o farmaco. As bases da falha nessa resposta ndo sdo completamente conhecidas, mas
recentes achados apontam para o fato de que parte dessa variabilidade individual esteja
relacionada a polimorfismos genéticos (GREEN et al., 2013; HUSAI et al., 2017; SHEEHAN
etal, 2014; WARE et al., 2010; YOUSSRY et al., 2017).

Nesse sentido, o presente estudo ¢ pioneiro ao avaliar a influéncia de polimorfismos nos
genes da eNOS, ARG, BCL11A4 e UTA na resposta a HU em pacientes com doenga falciforme
em Minas Gerais. Tais achados sdo significativamente importantes em decorréncia de o estado
apresentar alta incidéncia da doenga, além da grande variabilidade fenotipica entre os pacientes
das diferentes regides brasileiras (ARDUINI et al., 2017; LERVOLINO et al., 2011; LOBO et
al., 2017, SABARENSE et al., 2015).

Adicionalmente, pode-se conhecer a frequéncia desses seis SNPs em uma amostra
significativa dos pacientes com doenca falciforme atendidos no Hemocentro Regional de
Governador Valadares, o qual ¢ responsavel pela cobertura das regides leste ¢ nordeste do
estado, que concentra grande incidéncia dos pacientes com DF de Minas Gerais (JANUARIO,
2002). As frequéncias genotipicas e alélicas encontradas para todos os polimorfismos avaliados
(Tabelas 4 e 5) sdo semelhantes aquelas encontradas para outras populagdes em estudos
nacionais ¢ internacionais (ANGONA etal., 2013; GREEN et al., 2013; HENDRIX etal., 2017;
KHATAMI et al., 2017; LACCHINI et al., 2017; MIKOBI et al., 2016).

Diferentemente do esperado, pacientes nfio tratados com HU apresentaram niveis
semelhantes de Hb, Hct e Rtc aqueles tratados com o fArmaco, apesar da diferenca dos valores
de LG (Tabela 3). Tais achados possivelmente sdo explicados pelo fato de o grupo néo tratado
apresentar maior porcentagem de pacientes com gendtipo SC quando comparado aos pacientes
em tratamento farmacoldgico (p<0,001; Tabela 3). Como também evidenciado na Figura 7, os
pacientes do grupo controle apresentaram os parametros bioquimicos praticamente constantes
ao longo dos diversos momentos analisados, diferente dos pacientes tratados com HU, os quais

exibiram piores pardmetros bioquimicos basais quando comparado ao grupo ndo tratado, sendo
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que houve significativo incremento em tais niveis apds o inicio do tratamento farmacoldgico.
Adicionalmente, a analise multivariada apontou para o fato de que as variacdes nos niveis
desses quatro parametros sdo em parte explicadas pelo diagnéstico dos pacientes (Tabela 7 e
Tabelas G, H e I do Apéndice). Achados recentes provenientes de um estudo realizado na Bahia,
mostraram que os pacientes com anemia falciforme (HbSS) de fato apresentaram um padrio
hemolitico mais proeminente em comparacdo com pacientes com a hemoglobinopatia SC, os
quais apresentaram contagem ¢ concentracdo de hemoglobina maiores, além de niveis
inferiores da leucometria (ALELUIA et al., 2017). A presenga da HbC reduz o grau de
polimerizagdo da HbS quando comparado aos pacientes SS, promovendo um quadro de anemia
hemolitica menos grave com melhores parametros hematoldgicos e clinicos (GROSSE et al.,
2011).

Apesar de ndo haver restricdo ao tratamento farmacolégico com HU apenas aos
pacientes com anemia falciforme (HbSS), possivelmente em fungdo de esses apresentarem mais
frequentemente complicagdes ¢ agravos da doenga, recebem em maior niimero a prescrigdo do
medicamento. Ainda que o PCDT da Doenca Falciforme, atualizado e revisado pela CONITEC
(2016), inclua no tratamento com HU os pacientes com diagnostico de DF (HbSS, SC, SD ou
SB-talassemia), uma revisdo sistematica da Cochrane publicada em 2017 reforca a efetividade
da HU em relagdo aos parametros bioquimicos ¢ clinicos em criangas ¢ adultos com os
gendtipos HbSS e Sp-talassemia. Nessa revisdo, ficam evidentes os beneficios hematoldgicos,
como incremento Hb, Hcet e reducdo da LG e reticuldcitos, além da diminuicdo da frequéncia
dos episodios de dor, de transfusdes sanguineas, do numero de internagdes e outras
complicagdes agudas, prevenindo também eventos neuroldgicos de risco, como acidente
vascular cerebral (NEVITT et al., 2017). Ainda que as evidéncias sejam limitadas quanto aos
beneficios do uso de HU por individuos com genétipo SC, estudos recentes também apontam
para essa direcdo (LUCHTMAN-JONES et al., 2016; NEVITT et al., 2017).

No presente estudo, esses beneficios hematologicos aos pacientes com doenga
falciforme (SS e SC) provenientes do tratamento com HU estdo evidentes na Tabela 9, na qual
observa-se o incremento dos niveis de Hb, Hct e HbF, além de reducéo da LG e reticulotitos
(todos p<0,0001) quando comparados os dados do mesmo paciente antes e apds o tratamento.
Possivelmente, tais beneficios hematoldgicos provocados pela HU refletem no aumento da
qualidade e da expectativa de vida do paciente com DF. O acompanhamento de uma coorte

brasileira demonstra, eficacia e segurancga do uso a longo prazo da HU em criangas com doenga
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falciforme. Também foi observada elevacdo dos niveis de Hb, HbF, hematocrito, queda da
leucometria e reticuldcitos além da diminuicdo da gravidade da doenga, com reducdo de 50%
nas taxas de internacio e queda de 87% na taxa de mortalidade (LOBO et al., 2013). Pesquisas
internacionais apresentaram achados semelhantes quanto ao uso continuo de HU para reducio
da mortalidade ndo s6 em criancas, mas também em adolescentes ¢ adultos (NEVITT et al.,
2017; QUINN et al., 2010; STEINBERG, 2010; VOSKARIDOU et al., 2010).

A contribuicdo da HU em reduzir os niveis médios de reticuldcitos evidenciado nesse
estudo (Figura 7, painel D) também foi descrita em diversos estudos nacionais e internacionais
(ADEGOKE et al., 2017, ALELUIA et al., 2017, VOSKARIDOU et al., 2010; YOUSSRY et
al., 2017). Tal reducdo tem especial importancia no controle de eventos cerebrovasculares,
complicagio comum da populagido com anemia falciforme. Essa relagio foi reforcada por uma
revisdo recentemente publicada, a qual demonstrou que dentre os biomarcadores, a contagem
de reticulocitos no sangue periférico é provavelmente o marcador laboratorial mais importante
para prever a ocorréncia de acidente vascular cerebral em individuos com anemia falciforme
(BELISARIO et al., 2016; WARE et al., 2016).

Apesar de nao terem sido encontradas associagdes entre os pardmetros hematologicos e
os genotipos para os SNPs nos genes da eNOS, ARG, BCL11A e UTA ao analisarmos todos
pacientes com doenga falciforme (Tabela 6), quando avaliados separadamente apenas os
pacientes tratados com HU e aqueles com gendtipo SS (Tabela 7), houve significativa
associacdo entre os niveis de Hb e o polimorfismo G>T no gene da eNOS (rs1799983).
Individuos em uso de HU com o genétipo GT apresentaram niveis mais elevados de Hb em
comparacdo aqueles com o gendtipo GG (Figura 6). Similarmente, pacientes com gendtipo
heterozigoto apresentaram maior concentracdo de Hb no pré-tratamento quando comparados
aos pacientes com o gendtipo selvagem para o mesmo polimorfismo (Tabela 7). A substituicio
da guanina na posicdo 894 pela timina (G894T) no exon 7 do gene eNOS promove a
modificagdo para o aminoacido glutamina ao invés do aspartato (codificado pelo alelo menos
frequente) no residuo 298 da enzima. Estudos funcionais fortemente sugerem que esse
polimorfismo esta associado a alteracdo da atividade da eNOS (GODFREY et al., 2007; JOSHI
et al.; 2007). Células que carregam o alelo T apresentam menor disponibilidade da enzima na
cavéola (JeNOS/Caveolina-1). Uma vez que a localizagdo celular da eNOS e sua ligagdo a
caveolina-1 desempenham papel fundamental para ativagdo da enzima, individuos que

apresentam o alelo de menor frequéncia estio associados a menor producdo de NO (GODFREY
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et al., 2007; JOSHI et al.; 2007). Por outro lado, a eNOS codificada a partir do alelo selvagem
G parece ser menos suscetivel a clivagem proteolitica, fato que pode resultar em aumento da
sua atividade com maior producdo de NO, gerando um efeito toxico devido ao estresse
oxidativo (LARRUSKAIN et al., 2017).

Pesquisas em varias partes do mundo tém tentado associar esse polimorfismos G>T no
gene da eNOS com diferentes doengas, incluindo a DF. Particular importancia merecem esses
achados, uma vez que tal polimorfismo parece explicar em parte a variacéio fenotipica dos
pacientes com essa hemoglobinopatia. Foi observado que pacientes classificados com DF grave
tiveram maior frequéncia do alelo de menor frequéncia T (genotipos GT + TT) quando
comparados aos pacientes classificados com DF moderada (NISHANK et al., 2013). Por outro
lado, corroborando nossos resultados, pacientes com anemia falciforme com o genotipo TT
tenderam a apresentar maiores valores de hematocrito e hemoglobina quando comparados aos
pacientes com o alelo selvagem (ARMENIS et al., 2017).

Além dos estudos envolvendo a DF, extenso numero de trabalhos busca avaliar
associa¢des desse polimorfismo com doencas cardiovasculares pela sugestiva alteracdo nos
niveis de NO decorrente dos diferentes gendtipos, o que impactaria em suas funcdes
ateroprotetoras. Uma recente meta andlise investigou a correlagdo do referido SNP com a
doenga circulatoria cardiaca precoce. Concluiram a possivel associagdo desse polimorfismo
com um risco maior para doenga arterial circulatoria, especialmente o infarto do miocardio,
sugerindo assim que o teste para tal polimorfismo no gene da eNOS pode ser util para avaliacio
clinica e predi¢@o de infartos prematuros. Adicionalmente, foi encontrada associagéo do alelo
de menor frquéncia T com a redugdo de NO, com consequente queda de perfusdo placentaria e
aumento nos riscos de defeitos estruturais congénitos do coragdo fetal (KHATAMI et al., 2017).

Em soma ao polimorfismo no exon 7, outro polimorfismo no gene da eNOS amplamente
estudado e que apesenta grande relevancia clinica ¢ o SNP na regido promotora T-786C do gene
(rs2070744), que pode conter uma base T (alelo selvagem) ou C (alelo menos frequente).
Porém, diferente dos resultados encontrados para o polimorfismo G>T, no presente estudo nido
foi encontrada associacdo dos pardmetros bioquimicos dos pacientes com AF e o polimorfismo
T>C no gene da eNOS. Mas vale ressaltar que esse polimorfismo ja foi descrito como influente
na doenca falciforme. Uma vez que a hemdlise intravascular promove reducdo da
biodisponibilidade de NO, polimorfismos que afetam a atividade ¢ a quantidade da enzima

eNOS parecem mesmo interferir na gravidade e apresentagdo da DF. O alelo C foi mais
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frequente entre mulheres com AF que apresentaram Sindrome Toracica Aguda (STA)
(SHARAN et al., 2004), bem como pacientes com o gendtipo CC exibiram o fendtipo clinico
mais grave da doenca (ARMENIS et al., 2016; NISHANK et al., 2013; THAKUR et al., 2014;
VARGAS et al., 2005). Adicionalmente, individuos com o alelo menos frequente apresentavam
maiores niveis de VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), sugerindo a contribuig¢do desse
polimorfismo para o estado de inflamagdo vascular presente na anemia falciforme (VILAS-
BOAS etal., 2016).

Outros estudos também sugeriram o impacto desse polimorfismo principalmente em
complicagdes clinicas da DF. Individuos com o gendtipo CC tenderam a apresentar o quadro
de retinopatia com maior frequéncia que os pacientes com os gendtipos TT e TC (ARMENIS
etal., 2016). O referido polimorfismo também foi considerado como preditor significativo para
a ocorréncia de STA, onde os pacientes com genotipo homozigoto de menor frequéncia tiveram
o risco aumentado em dez vezes para tal complicagdo. Em soma, os pacientes com gendtipo
selvagem foram associados de forma significativa ao menor risco de hipertensdo pulmonar e
crises agudas de vaso-oclusio (YOUSRY et al., 2016). Adicionalmente, pacientes com o
gendtipo carregando o alelo de menor frequéncia C apresentaram maior frequéncia de lesdes
de perna, reforcando que o impacto negativo desse alelo na clinica da DF ¢ significativo mesmo
quando ndo se trata da fase aguda dos eventos clinicos (BOASIAKO, 2014).

Outras doengas além da DF também parecem estar associadas a tais polimorfismos no
gene da eNOS, como por exemplo diabetes, infertilidade, aterosclerose e esclerose multipla.
Porém, os achados ainda sdo conflitantes e inconclusivos, por se tratarem de doengas com perfis
multifatoriais (BEYNUM et al., 2008; HEIDARI et al., 2017; HENDRIX et al., 2017;
KHATAMI et al., 2017; LARRUSKAIN et al., 2017; LI et al., 2015; THAKUR et al., 2014).
Alguns estudos correlacionam esse polimorfismo T>C na regidio promotora do gene com
espasmos coronarianos, acidente vascular cerebral isquémico e pesquisa recente o associou
como um fator de influéncia para a suscetibilidade a hipertensao arterial (GAMIL et al., 2017).

Adicionalmente, a presenca do alelo de menor frequéncia C ainda foi associado a
hemorragia de disco Optico em pacientes com glaucoma de tensdo normal (JEOUNG et al.,
2017). Outro dado interesse relacionado a esse polimorfismo foi publicado em uma meta analise
onde, individuos com a presenga do alelo selvagem T parecem ter maior propensdo a se

tornarem atletas de ponta. Tais achados em diferentes estudos foram relacionados a uma
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diminui¢do na biodisponibilidade do NO, comum em individuos que apresentam o gendtipo
com a presenca do alelo C (HENDRIX et al., 2017, WEYERSTRA et al., 2017).

Além da associag@o de polimorfismos no gene da eNOS com a fisiopatologia de muitas
doengas, tal polimorfismo também parece modular a resposta a alguns farmacos (FANG et al.,
2014; KAUFMAN et al., 2015). Individuos com o alelo de menor frequéncia T para o
polimorfismo G>T no gene da eNOS (rs1799983) foram piores respondedores ao tratamento
com acido salviandlico para disfungdes cardiacas e também responderam pior ao tratamento
quimioterapico para cancer de estomago metastatico (CHOI et al., 2009; GENG et al., 2014).
Nossos achados referentes ao mesmo polimorfismo sugerem que este também pode influenciar
o padrio de resposta ao tratamento com HU (p=0,063; Tabela 10), no entanto, a analise par-a-
par ndo demonstrou diferenca significativa entre os gendtipos (Figura 9, painel A).

Em adicdo aos polimorfismos no gene da eNOS, outro importante candidato investigado
no presente estudo foi o gene BCLI1A4 o qual codifica fatores transcricionais que regulam
negativamente a sintese de HbF e com isso age naturalmente como potente repressor na
expressdo de HbF (GREEN et al., 2013; JIANG et al., 2016; LETTRE; BAUER, 2016;
MIKOBI et al., 2016). Em funcfo disso, polimorfismos que reduzem a expressdo desse gene
costumam promover uma elevacao nos niveis de HbF, o que impacta positivamente no curso
da DF (LETTRE; BAUER, 2016). Apesar de os polimorfismos G>A no rs4671393 ¢ A>C no
1s766432 de tal gene nio terem apresentado associagdo com os pardmetros bioquimicos no pré
ou pos-tratamento com HU (Tabelas C e D do Apéndice), quando foi considerado o perfil
resposta; a frequéncia dos genodtipos contendo o alelo de menor frequéncia para ambos
polimorfismos indica ser mais elevada entre os bons respondedores (Figura 8, painéis D ¢ E).
Quando aplicada a analise por regressdo logistica, o efeito do polimorfismo A>C se manteve
(Tabela 10; Figura 9, painel B), sendo que pacientes com os gendtipos AC e CC apresentaram
maior probabilidade de resposta ao tratamento com HU quando comparados aos pacientes com
gendtipo selvagem.  Esse agrupamento dicotomico entre “respondedores” e “ndo
respondedores” foi utilizado em outros estudos farmacogenéticos, baseados na evidéncia que
niveis de HbF superiores a 20% exercem um melhor efeito terapéutico quanto ao uso de HU
(BORG et al., 2012; CHALIKIOPOULOU et al., 2016; PATRINOS; GROSVELD, 2008).

Um estudo recente realizado no estado da Bahia também analisou alguns polimorfismos
no gene BCLI1A. Chama a atengdo entre as andlises o rs766432 A>C onde individuos em uso

de HU com genotipo CC também apresentaram bons incrementos nos niveis de HbF, assim
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como encontrado em nosso estudo (ALELUIA et al., 2017). Esses achados também foram
apontados em outros estudos semelhantes (BAUER et al., 2013, BAUER; ORKIN, 2015;
SARAF et al., 2017).

Para o polimorfismo G>A (rs4671393) no gene BCLIIA, resultados parecidos aos
nossos (Figura 8, Painel D) foram encontrados entre pacientes de Porto Alegre, o qual
evidenciou que pacientes com o gendtipo polimodrfico AA apresentam melhores incrementos
na concentracdo de HbF, resultando na melhor resposta ao uso da HU (FRIEDRISCH et al.,
2016). Em contrapartida, um estudo revisou a associacdo entre a alta variabilidade relacionada
ao incremento de HbF em criangas com DF tratadas com HU e 19 polimorfismos em genes
candidatos (9 no gene BCLII1A) sugere que trata-se de uma resposta muito complexa que
envolve a sobreposi¢do de diversos fatores biologicos, sendo que as variagdes genéticas
explicam apenas parte da referida variabilidade (GREEN; BARRAL, 2013).

Adicionalmente, as mesmas autoras reportaram significantes associagdes entre o
incremento de HbF induzido pela HU ¢ SNPs em genes envolvendo o metabolismo da arginina
a NO. Dentre esses, destacam-se aqueles nos genes da arginase tipo 1 e 2. Tais variacdes
parecem afetar a atividade da arginase plasmatica e estudos tém relacionado tais polimorfismos
nesse gene com a fisiopatogénese de algumas doengas arteriais como infatos do miocardio e
aterosclerose (DUMONT et al., 2007; LACHINI et al., 2015). Estudo farmacogenético mostrou
que pacientes com genotipos com alelo T para o rs17599586 (CT + TT) apresentaram reduzida
atividade da arginase, no entanto, tal polimorfismo nao influenciou a capacidade de resposta ao
sildenafil, um farmaco usado para tratamento da disfuncdo erétil (LACHINI et al., 2017).
Similarmente, nosso estudo também ndo encontrou associagdo entre os diferentes genotipos
para esse polimorfismo e a capacidade de resposta a HU (Figura 8, painel C). Apesar disso,
outros autores encontraram associacio de polimorfismos na arginase com a responsividade as
terapias que sdo impactadas pelo NO, como o tratamento por agonistas f2-adrenérgicos e
esteroides, além da terapia da AF usando a HU (DUAN et al., 2011; LITONJUA et al., 2008;
MA et al., 2007, VONK et al., 2010).

Além dos genes candidatos relacionados ao mecanismo de acdo da HU, nosso estudo
também buscou avaliar a associacdo da reposta a esse farmaco com um importante alvo
farmacocinético. Ware ¢ colaboradores (2011) mostraram dois perfis farmacocinéticos a HU
bem distintos entre pacientes com AF utilizando a mesma dose do farmaco: pacientes com

fenotipo lento e com fenotipo répido. Esses fendtipos foram associados com polimorfismos
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genéticos em alguns genes candidatos, incluindo polimorfismos no gene do transportador de
ureia (UTA). Visto que a HU possui forma estrutural semelhante a ureia, esse farmaco ¢ um
substrato para a familia de proteinas transportadoras da ureia codificadas pelo gene UTA4, sendo
esses transportadores envolvidos no processo de absor¢do, distribui¢do ¢ eliminagdo da HU
(WALKER et al., 2011). Interessantemente, o polimorfismo G>A no rs9960464 desse gene foi
significativo em nosso estudo no que se refere a possibilidade de resposta ao farmaco (Figura
8, painel F; Tabela 10; Figura 9, painel C). Pacientes que apresentaram o gendtipo com o alelo
de menor frequéncia A para o rs9960464 G>A no gene UTA4 foram melhores respondedores ao
tratamento com HU quando comparados aqueles como alelo selvagem G. O efeito desse mesmo
polimorfismo no gene UTA foi previamente investigado em pacientes com neoplasias
mieloproliferativas tratados com HU. Diferente dos nossos achados, os resultados apontaram
que houve uma menor probabilidade de se obter resposta molecular ao uso de HU para os
genodtipos que apresentavam o alelo de menor frequéncia A em comparagdo com o alelo
selvagem G em homozigose (ANGONA et al., 2013). Vale ressaltar a descri¢éo dos autores do
estudo, os quais reconheceram como limitacdes o tamanho amostral ¢ heterogeneidade da
amostra estudada. Apesar de se tratar do mesmo farmaco, a doenca investigada apresenta
fisiopatologia bastante distinta da doenga falciforme, além de tratar-se de uma populagdo
espanhola, com perfil genético possivelmente distinto da populagdo brasileira.

Esse polimorfismo G>A no r$9960464 no gene do transportador UTA ¢ responsavel por
um mutagdo missense (ndo sinébnima), na qual a troca do aminoacido A pelo G promove a
alterag@o na sequéncia de aminoacidos do transportador, na posi¢do 510, levando a troca de
uma Arginina pela Glutamina. Apesar de se supor que essa alteracdo possa promover alteragio
da funcéo do transportador visto que arginina ¢ um aminoacido basico, enquanto a glutamina é
um aminodcido polar neutro, até o momento, ndo existem estudos funcionais capazes de
explicar as consequéncias dessa alteracdo em nivel celular.

Além da associac@o do perfil de resposta com os polimorfismos genéticos, a analise por
regressdo logistica também apresentou a idade como uma preditora do efeito farmacologico
(Tabela 10; Figura 9, painel D) e individuos mais jovens foram classificados como melhores
respondedores. Uma possivel explicagdo pode residir no fato de que a média de idade do grupo
de pacientes tratados com HU foi de 17,9 + 11,5 anos (Tabela 3), correspondendo em sua
maioria a pacientes jovens. Estudos mostram que individuos com doenga falciforme com menor

idade tendem a manifestar niveis mais elevados de HbF, porém essa elevacgdo declina a partir
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do primeiro ano de vida ¢ por volta do 20° ano adquire valores menores, sendo mantidos durante
a fase adulta (MA et al., 2007; MEIER et al., 2011). Alguns trabalhos apontam para menores
incrementos de HbF induzida por HU de pacientes adultos quando comparados aqueles mais
jovens (CHARACHE et al., 1992; VOSKARIDOU et al., 2010; WANG et al., 2011;
ZIMMERMAN et al.; 2004). Foram encontrados niveis de HbF de 15% no pos-tratamento de
pacientes adultos (idade média de 27,6 anos) que receberam a dose maxima de HU
(CHARACHE et al., 1992) e, similarmente, valores de 17,4% foram obtidos no ultimo
acompanhamento de pacientes também adultos (idade média de 33 anos) tratados com doses
convencionais do mesmo farmaco (VOSKARIDOU et al., 2010). Por outro lado, dados
provenientes de um estudo multicéntrico, controlado e randomizado com criangas com AF
tratadas com HU (WANG et al., 2011) apontaram valores de HbF que oscilaram entre 25,6 ¢
22,4% (WANG et al., 2011). Zimmerman e colaboradores (2004) também ja haviam observado
valores de HbF proximos a 20% entre as criangas tratadas com esse medicamento.

Apesar dos interessantes achados, faz-se importante destacar algumas limitagdes do
presente estudo, onde as dados referentes aos pardmetros bioquimicos laboratoriais dos
participantes foram realizados em sua maioria através da coleta em prontuarios de forma
retrospectiva. Outra limitagdo foi a falta de aplicacdo de questiondrio padronizado para
avaliagdo de adesdo ao tratamento farmacoldgico, apesar de a adesdo ser avaliada pelo médico
a cada retorno, além de serem registrados os dados no prontuario. Adicionalmente, o tamanho
reduzido da poupulagdo estudada constitui-se em um importante viés, principalmente para os
polimorfismos nos quais a frequéncia do alelo de menor frequéncia € pequena, como o

1517599586 C>T no gene da arginase.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo € pioneiro ao descrever a frequéncia de polimorfismos genéticos nos
genes da eNOS, ARGI, BCLI14A ¢ UTA em uma populagdo de individuos com doenca
falciforme no estado de Minas Gerais, além de avaliar a influéncia desses polimorfismos quanto
a resposta & HU. Significativamente importante em decorréncia de o estado apresentar alta
incidéncia da doenca, além da grande variabilidade fenotipica entre os pacientes das diferentes
regides brasileiras.

Nossos dados demonstram que o polimorfismo G>T no gene da eNOS (rs1799983)
parece se associar aos niveis de hemoglobina em pacientes com doenga falciforme. Pacientes
com o genotipo GT apresentaram maiores valores de Hb quando comparados aos pacientes
homozigotos para o alelo G.

Em adi¢do, o polimorfismo A>C no gene BCL11A4 (rs766432) parece modular a resposta
a hidroxiureia. Os genotipos AC e CC foram mais frequentes entre os respondedores quando
comparado ao grupo dos ndo respondedores ao farmaco. Somados a esses achados, os pacientes
com genotipo GA para o polimorfismo G>A no gene UTA (rs9960464) responderam de forma
mais efetiva ao tratamento medicamentoso que pacientes com o gendtipo GG. Em
contrapartida, apos analise por regressdo logistica, ndo encontramos diferenca significativa
entre respondedores e ndo respondedores quanto aos demais polimorfismos investigados (T>C
no gene da eNOS (rs2070744); C>T no gene da ARG (rs17599586) e G>A no gene BCL11A
(rs4671393).
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APENDICE

Tabela A: Associagdo dos biomarcadores bioquimicos em 83 pacientes com anemia falciforme tratados com HU
com gendtipos para o 1s2070744 no gene da sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS)

TT (n=32) TC (n=44) CC (n=7) P
Hb, g/dL (pré-tratamento) 7,56 £1,10 7,84 £1,15 7,53 £0,51 0,280"
Hb, g/dL (pos-tratamento) 8,72 +1,18 8,82 £ 1,11 8,31 +£1,34 0,5652
AHb 1,17 +1,06 0,98 + 0,68 0,79 +£1,53 0,5252
Hct, % (pré-tratamento) 22,73 £3,84 23,50 + 3,81 21,69 +2,94 0,271
Het, % (pos-tratamento) 25,75 +£ 3,64 26,59 +3,73 2494 +4,07 0,427>
AHct 3,02 £3,33 3,09 £ 2,64 3254225 0,9812
LG, x10%L (pré-tratamento)” 13,09 3,17 14,42 +4,19 15,49 + 5,00 0,203
LG, x10%/L (pés-tratamento)’ 9,27 +3,11 9,42 +2.42 10,16 +2,27 0,802!
ALG? 3,83 £3,15 5,00 + 3,88 5,33 £3,59 0,484!
Rte, % (pré-tratamento) 5,03 £2,00 4,60 £2,13 4,08 +1,95 0,305'
Rte, % (pés-tratamento) 2,85+0,98 2,61 +1,19 2,54 £0,55 0,612
ARte 2,03 £1,99 1,85+2,57 1,90 £ 1,60 0,9492
HDbF, % (pré-tratamento) 7,06 +4,98 6,65+ 5,03 4,03 +£2,43 0,321!
HbF, % (po6s-tratamento) 14,98 +£7,03 16,49 £8,13 13,71 £4,52 0,535°
AHbF 7,97 £ 6,51 9,80 £ 7,71 9,86 £ 5,87 0,496

Hb: hemoglobina; Het: hematdcrito; LG: leucometria global; Rtc: reticulécitos. ! As analises foram desenvolvidas
usando o Kruskal-Wallis test; > As anélises foram desenvolvidas usando ANOVA. Valores sio expressos como
média + desvio padrio. Os valores de delta (A) representam a diferenca de cada um dos pardmetros hematologicos
antes e apos o tratamento com a hidroxiureia.
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Tabela B: Associagio dos biomarcadores bioquimicos em 83 pacientes com anemia falciforme tratados com HU
com genotipos para o 1s17599586 no gene da Arginase tipo 1 (ARGI)

CC (n=61) CT (n=20) TT (n=2) )
Hb, g/dL (pré-tratamento) 7,78 £ 1,10 7,52 1,15 7,15+£0,07 0,655!
Hb, g/dL (poés-tratamento) 8,78 £ 1,22 8,63 0,98 8,45 +0,64 0,8162
AHb 1,00 + 1,00 1,11 £0,70 1,30 £0,57 0,8422
Hct, % (pré-tratamento) 23,08 £ 3,67 22,95+4,28 23,30 £ 0,99 0,854!
Het, % (pos-tratamento) 26,43 + 3,67 25,40 + 3,86 24,30 £4,10 0,440?
AHct 3,35+3,08 2,45+ 1,76 1,00 5,09 0,2782
LG, x10%L (pré-tratamento)’ 14,39 +£4,02 12,88 +£3,71 13,43 £ 0,32 0,3262
LG, x10%L (pés-tratamento)? 9,58 £2.76 8,96 +2,54 9,35+1,63 0,676
ALG? 4,81 +£3,83 3,92+£298 4,08+1,95 0,6232
Rte, % (pré-tratamento) 4,93 £2,17 3,88 £ 1,40 6,95=+0,78 0,060"
Rte, % (pés-tratamento) 2,75 £ 1,10 2,59 £1,04 2,80 £ 0,00 0,8612
ARtc 2,14+£238 1,16 £ 1,73 3,60 + 0,00 0,244!
HDbF, % (pré-tratamento) 5,93 +£3,77 8,72+7,15 5,15+0,21 0,599!
HDbF, % (pés-tratamento) 16,30 £ 6,62 15,68 +7,78 9,30 £ 3,25 0,4552
AHbF 9,84 £7,15 7,55 7,05 4,00 2,83 0,272>

Hb: hemoglobina; Het: hematdcrito; LG: leucometria global; Ric: reticuldcitos. ! As analises foram desenvolvidas
usando o Kruskal-Wallis test; 2 As analises foram desenvolvidas usando ANOVA. Valores sio expressos como
média + desvio padrio. Os valores de delta (A) representam a diferenca de cada um dos pardmetros hematoldgicos
antes e apos o tratamento com a hidroxiureia.
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Tabela C: Associagdo dos biomarcadores bioquimicos em 83 pacientes com anemia falciforme tratados com HU
com gendtipos para o rs4671393 no gene do BCLI1A4

GG (n=52) GA (n=27) AA (n=4) P
Hb, g/dL (pré-tratamento) 7,69 £ 1,00 7,68 £1,31 8,03 £ 0,68 0,472!
Hb, g/dL (pos-tratamento) 8,68 1,04 8,82+1,38 8,98 +1,01 0,8022
AHb 0,99 + 0,89 1,14 £ 1,01 0,95+ 0,93 0,640!
Hct, % (pré-tratamento) 22,90 + 3,44 23,47 +4,47 22,23+291 0,687!
Het, % (poés-tratamento) 25,83 +3.,39 26,80 +4,16 25,50 +5,13 0,5162
AHct 2,93 +£2,57 3,33+£3,24 3,28 4,61 0,8352
LG, x10%/L (pré-tratamento)’ 14,26 +4,07 13,27 £3,73 15,60 +3,09 0,4072
LG, x10%/L (pés-tratamento)” 9,51 +2,61 9,03 +2,77 10,99 +2,87 0,3732
ALG? 4,75 £ 3,83 4,24 +3,43 4,62+ 1,51 0,956!
Rte, % (pré-tratamento) 4,82+1,94 4,64 2,40 433+1,24 0,621!
Rte, % (pés-tratamento) 2,74 £1,02 2,63 £1,17 2,83 +1,34 0,8992
ARte 1,83 +2,16 2,21 +2,66 1,50 + 0,38 0,993!
HbF, % (pré-tratamento) 6,16 £4,00 6,73 £5,00 11,10+ 11,34 0,936!
HbF, % (pés-tratamento) 14,60 + 6,69 17,54 + 7,87 16,93 +13,08 0,2392
AHbF 8,50 + 6,66 10,89 +£7,17 5,75 11,59 0,230?

Hb: hemoglobina; Het: hematdcrito; LG: leucometria global; Rtc: reticuldcitos. ! As andlises foram desenvolvidas
usando o Kruskal-Wallis test; 2 As analises foram desenvolvidas usando ANOVA. Valores s3o expressos como
média + desvio padrio. Os valores de delta (A) representam a diferenga de cada um dos parametros hematologicos
antes e apos o tratamento com a hidroxiureia.
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Tabela D: Associagdo dos biomarcadores bioquimicos em 83 pacientes com anemia falciforme tratados com HU
com gendtipos para o rs766432 no gene do BCLI1A4

AA (n=53) AC (n=26) CC (n=4) P
Hb, g/dL (pré-tratamento) 7,68 £ 1,00 7,70 £1,33 8,03 £0,68 0,487!
Hb, g/dL (pés-tratamento) 8,68 + 1,03 8,81+ 1,41 8,98 +£1,01 0,8232
AHb 1,01 £0,89 1,11 +£1,01 0,95 +0,93 0,788!
Hect, % (pré-tratamento) 22,86 +3,42 23,57 +4,53 22,23 +291 0,620!
Hct, % (pos-tratamento) 25,85+3,36 26,80 =4,24 25,50 +£5,13 0,534%
AHct 2,99 +2,57 324 +327 3,28 +4,61 0,927?
LG, x10%L (pré-tratamento)’ 14,22 £4,04 13,30 + 3,80 15,60 + 3,09 0,440?
LG, x10%/L (pés-tratamento)? 9,53 +£2,60 8,96 £ 2,80 10,99 +2,87 0,330%
ALG? 4,69 + 3,81 4,34+ 3.46 4,62 +1,51 0,994!
Rtc, % (pré-tratamento) 4,84 +£1,92 4,60 £2.45 433 +1,24 0,507!
Rtc, % (pés-tratamento) 2,72 +£1,02 2,65+ 1,19 2,83+1,34 0,9142
ARtc 1,86 2,15 2,16 2,71 1,50 £ 0,38 0,945!
HDbF, % (pré-tratamento) 6,26 + 4,02 6,56 £ 5,03 11,10 £ 11,34 0,942!
HDbF, % (pés-tratamento) 14,55 £ 6,63 17,76 +7,95 16,93 + 13,08 0,1902
AHbF 8,36 + 6,67 11,27 £7,03 5,75+ 11,59 0,1442

Hb: hemoglobina; Hct: hematdcrito; LG: leucometria global; Rtc: reticuldcitos. ! As analises foram desenvolvidas
usando o Kruskal-Wallis test; 2 As anélises foram desenvolvidas usando ANOVA. Valores sdo expressos como
média + desvio padrio. Os valores de delta (A) representam a diferenca de cada um dos pardmetros hematoldgicos
antes e apos o tratamento com a hidroxiureia.
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Tabela E: Associagdo dos biomarcadores bioquimicos em 83 pacientes com anemia falciforme tratados com HU
com gendtipos para o 19960464 no gene do Transportador de Ureia (UTA)

GG (n=31) GA (n=44) AA (n=8) p
Hb, g/dL (pré-tratamento) 7,85+ 1,42 7,66 £ 0,85 7,39 £ 0,76 0,625!
Hb, g/dL (pés-tratamento) 8,87+ 1,44 8,72 £ 0,98 8,33 £ 0,69 0,4922
AHb 1,02 £ 0,86 1,06 £ 1,04 0,94 + 0,47 0,883!
Hct, % (pré-tratamento) 23,07 +£4,61 22,70 £ 3,18 24,89 +2,71 0,170!
Hct, % (pés-tratamento) 26,45+ 4,56 25,73 +£3,22 27,10+ 2,51 0,5322
AHct 3,38+2,79 3,03 +3,06 2,21 +£2,09 0,588
LG, x10%L (pré-tratamento)’ 14,17 £3,92 13,51 3,97 16,02 + 3,47 0,242?
LG, x10%L (pés-tratamento)’ 9,73 +£2,52 9,15+2.82 9,76 2,61 0,6112
ALG? 4,45+ 3,88 4,36 +£3,52 6,26 £2,77 0,144!
Rte, % (pré-tratamento) 4.87+237 4,50 + 1,83 5,80 £1,99 0,319!
Rte, % (pos-tratamento) 2,39+1,12 2,87 +£1,03 3,07 £ 0,87 0,1322
ARte 2,04 +£298 1,73 £ 1,73 2,73 £ 1,64 0,576
HDbF, % (pré-tratamento) 5,90 + 3,12 7,43 £5,97 4,61 £235 0,527!
HDbF, % (pés-tratamento) 13,61 £7,04 17,10 £7,78 15,76 + 6,04 0,1362
AHbF 7,81 +7,85 9,71 + 6,65 11,25+ 6,48 0,359?

Hb: hemoglobina; Het: hematdcrito; LG: leucometria global; Rtc: reticuldcitos. ! As analises foram desenvolvidas
usando o Kruskal-Wallis test; 2 As anélises foram desenvolvidas usando ANOVA. Valores sdo expressos como
média + desvio padrio. Os valores de delta (A) representam a diferenca de cada um dos pardmetros hematoldgicos
antes e apos o tratamento com a hidroxiureia.
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Tabela F: Associa¢do dos biomarcadores bioquimicos em 51 pacientes com hemoglobinopatia SC (HbSC) nao
tratados com Hidroxiureia com genotipos para os SNPs nos genes da eNOS, ARG, BCL114 ¢ UTA

Parametro Gendtipos Valor p
eNOS (rs1799983) GG (n=30) GT (n=18) TT (n=3)

Hb, g/dL 10,78 1,34 11,33 £ 1,01 10,60 + 1,48 0,300!
Het, % 33,17 +4,75 34,51 +£2,95 32,90 +4,37 0,386!
LG, x10%/L 8,93 + 421 6,84 + 2,80 8,93 + 0,75 0,1642
Rtc, % 1,43+ 0,79 1,57+ 0,76 1,30+ 0,70 0,772!
eNOS (rs2070744) TT (n=23) TC (n=22) CC (n=6)

Hb, g/dL 11,18 £ 1,10 10,80 £ 1,43 10,72 £ 1,14 0,420!
Het, % 34,37 +3,55 33,10 +£4,96 32,73 +2,99 0,570"
LG, x10°/L 8,48 £3,22 7,60 4,41 9,23 +3,11 0,394!
Rtc, % 1,54+ 0,92 1,41 +0,61 1,42 +£0,67 0,997!
ARG (rs17599586) CC (n=38) CT (n=13) TT (n=0)

Hb, g/dL 10,86 = 1,29 11,27 £ 1,12 - 0,354°
Het, % 33,46 £4,42 34,13 +£3,37 - 0,6813
LG, x10%/L 8,62 +4,02 6,94 £2,52 - 0,1143
Rte, % 1,55+0,84 1,27 £ 0,49 - 0,268*
BCL11A (rs4671393) GG (n=29) GA (n=16) AA (n=3)

Hb, g/dL 10,81 + 1,36 11,08 + 1,25 11,60 + 0,61 0,475!
Hct, % 33,20 4,45 33,89 +3,76 36,87 £5,31 0,462'
LG, x10%L 9,11 £3,97 744 £3,16 5,77 £3,90 0,355!
Rtc, % 1,49 £ 0,63 1,55+1,04 1,20 £0,76 0,798!
BCL11A (rs766432) AA (n=30) AC (n=16) CC (n=5)

Hb, g/dL 10,81 = 1,33 11,01 +£1,20 11,70 + 0,64 0,222!
Het, % 33,17 +4,38 33,73 £ 3,74 36,04 + 3,96 0,257!
LG, x10%L 8,93 £4,02 7,93 £2,59 4,62 +3,57 0,123!
Rtc, % 1,446+ 0,63 1,52 + 1,06 1,38+ 0,74 0,937>
UTA (rs996046) GG (n=22) GA (n=22) AA (n=7)

Hb, g/dL 11,15+£091 10,91 £ 1,55 10,51 £ 1,16 0,376!
Het, % 34,05+ 3,07 33,51 £5,47 32,69 +£2.24 0,729!
LG, x10%L 7,89 +£2,97 8,67 +4,27 7,63 +£4,57 0,907!
Rte, % 1,49 £ 0,84 1,45+ 0,66 1,47+ 0,90 0,990!

Hb: hemoglobina; Het: hematocrito; LG: leucometria global; Rtc: reticuldcitos. Valores sdo expressos como média
+ desvio padrdo. 1 As analises foram desenvolvidas usando o Kruskal-Wallis test; 2 As analises foram
desenvolvidas usando ANOVA. 3 As analises foram desenvolvidas usando Mann-Whitney; 4As anélises foram
desenvolvidas usando teste t ndo pareado.

Tabela G: Modelo multivariado associando aos valores do hematocrito em pacientes com doenga falciforme
tratados com Hidroxiureia

Média dos

Variavel Estatistica F Valor p Valor R
quadrados

Diagnéstico 114,7 30,1 <0,001 0,291

Tempo de tratamento 1089,2 71,4 <0,001
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Tabela H: Modelo multivariado associando aos valores de leucometria global em pacientes com doenga falciforme
tratados com Hidroxiureia

Média dos
Variavel Estatistica F Valor p Valor R
quadrados
Diagnéstico 0,2 7,1 0,009 0,268
Tempo de tratamento 4,1 117,5 <0,001

Tabela I: Modelo multivariado associando a porcentagem de reticuldcitos em pacientes com doenga falciforme
tratados com Hidroxiureia

Média dos
Variavel Estatistica F Valor p Valor R
quadrados
Diagnéstico 17,7 10,4 0,002 0,298
Tempo de tratamento 20,6 12,1 <0,001
ARG (rs17599586) 5,8 34 0,036
ARGTI (rs17599586) e tempo 4,1 2,4 0,022

de tratamento

Tabela J: Principais indices de qualidade da estatistica realizada por analise da deviance calculados a partir do
modelo proposto pela regressio logistica

Indice de Qualidade Valor
Acuracia 0,7742
Sensibilidade 0,1739
Especificidade 0,9714
Valor Preditivo Positivo 0,6667

Valor Preditivo Negativo 0,7816
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ANEXOS
ANEXO A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (ADULTO/HU)

‘ﬁjf UnNiversipape Feperar pE Juiz pe Fora

PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANQOS - CEP/UFJF
36036-900 JUIZ DE FORA - MG — BRASIL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Grupo Hidroxiureia)

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Avaliacio
farmacogenética e hematologica de pacientes com doenca falciforme SS e SC em tratamento
com hidroxiureia atendidos no Hemocentro de Governador Valadares™. Nesta pesquisa
pretendemos estudar os fatores genéticos e no sangue que podem interferir na resposta ao
tratamento com o hidroxiureia, um medicamento usado no tratamento da doenca falciforme. O
motivo que nos leva a estudar esse assunto ¢ o fato de existir grande variagfo individual na
resposta a0 medicamento hidroxiureia, sendo que 25% das pessoas que usam esse medicamento
ndo respondem bem ao tratamento.

Para esta pesquisa faremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): (1) coleta de 10mL de sangue da
veia do brago, no periodo da manha, apds vocé ter ficado 8 horas sem comer (em jejum), sendo
essa uma quantidade parecida com aquela retirada para exames de sangue de rotina, para obtencido
do DNA a ser usado na andlise genética; quantifica¢do do remédio no seu sangue e avaliagio de
possiveis efeitos téxicos da hidroxiureia (2) Avalia¢do do seu prontuario médico para obtencdo
dos dados somente relacionados a esse projeto de pesquisa, com o objetivo de comparar os seus
dados clinicos e sanguineos antes e ap6s o inicio do seu tratamento com hidroxiureia.

Sua participacdio na pesquisa permitird melhor acompanhamento do seu tratamento com o
medicamento hidroxiureia. Além disso, podera contribuir para dizer com antecedéncia se o
tratamento com hidroxiureia é ou ndo indicado para uma determinada pessoa, através da
elaboracdo de um perfil genético de boa resposta ao medicamento. Esta pesquisa apresenta riscos
minimos, estando relacionados ao desconforto fisico decorrente do procedimento invasivo para
retirada de sangue. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes
desta pesquisa, vocé tem assegurado o direito a indenizac¢do. Para participar deste estudo o (a) Sr
(a) ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Tera o esclarecimento
sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a
participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a participagio a qualquer momento.
A sua participagfio é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que é atendido pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo. O (A) Sr (a) ndo sera identificado em nenhuma publicagio que
possa resultar.

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
CEP - Comniité de Etica em Pesquisa/UFJF

Campus Universitario da UFJF Pesquisador Responsivel: Pimela Souza Silva
Pro-Reitoria de Pesquisa Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000.

CEP: 36036-900 CEP: 35020-220 — Governador Valadares — MG
Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
cep.propesq@ufjf.edu.br pamela.souza@ufjf.edu.br

Rubrica do (a) voluntario (a): Rubrica do (a) pesquisador (a):
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Os resultados das anélises genéticas e sanguineas serfio acrescentados no prontuario médico no
final das analises da pesquisa. Seu nome ou o material que indique sua participacéo ndo serdo
liberados sem a sua permissfio. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados
com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, € apds esse tempo serdo destruidos.
Ao final do periodo de realizag@o da pesquisa, seu sangue sera armazenado no Biorrepositdrio,
onde:

a) podera ficar armazenado por até 10 anos, apds autorizado do CEP e se em conformidade com
as normas pertinentes do Conselho Nacional de Saide, sob a responsabilidade da Universidade
Federal de Juiz de Fora Campus Governador Valadares;

b) podera ser transferido formalmente para outro Biorrepositorio ou Biobanco, respeitando-se o
Item 7 da Resolucdo do Conselho Nacional de Saidde 441/11, o qual determina que tal
transferéncia deve ser comunicada a vocé, sempre que possivel ou, na impossibilidade, deve ser
apresentada justificativa ao Sistema CEP/CONEP;

¢) podera ser descartado, conforme normas vigentes de 6rgdos técnicos competentes, e de acordo
com o TCLE, respeitando-se a confidencialidade e a autonomia do sujeito da pesquisa. O DNA,
sem contaminantes quimicos, mas com possibilidade de contaminantes bioldgicos infecciosos
como virus, sera descartado apds os microtubos serem preenchidos com hipoclorito de so6dio 3%
por no minimo 30 minutos e, posteriormente, o liquido descartado na pia do laboratério. Os
microtubos serdo destinados ao descarte de plasticos contaminados e enviados ao descarte
com material hospitalar da respectiva Universidade.

O (a) Sr. (a) sera informado (a) sobre a perda ou destruicdo de suas amostras bioldgicas, bem
como sobre o encerramento do Biorrepositério, quando for o caso. A retirada do seu
consentimento de guarda da sua amostra bioldgica no biorrepositorio, dar-se-a a qualquer tempo,
sem qualquer prejuizo para vocé, com validade a partir da data da comunicagdo da decisdo. A
retirada do consentimento sera formalizada por manifestagdo, por escrito e assinada, por vocé,
cabendo-lhe a devolugao das amostras existentes. Tal devolucao sera feita imediatamente apods a
entrega do documento assinado ao pesquisador responsavel, sendo entregue, em mdos do
participante da pesquisa, os microtubos contendo todas as suas amostras biologicas (sangue e
DNA). Nao sera solicitado o patenteamento ou permitida a utilizagcao comercial do seu material
bioldgico armazenado no Biorrepositorio. Em caso de dissolugao futura da parceria firmada entre
a UFJF e a Funda¢io Hemominas no que se refere a essa pesquisa, os materiais biologicos e dados
coletados serdo destinados a institui¢cdo de origem do pesquisador responsavel.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias: uma cépia sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, na Universidade Federal de Juiz de Fora — campus avancado de
Governador Valadares e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira (Resolugdo N°
466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informagdes somente para os fins
académicos e cientificos.

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 Pesquisador Responsavel: Pamela Souza Silva
Pro-Reitoria de Pesquisa Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000.

CEP: 36036-900 CEP: 35020-220 — Governador Valadares — MG
Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
cep.propesq@ufjf.edu.br pamela.souza@ufjf.edu.br

Rubrica do (a) voluntario (a): Rubrica do (a) pesquisador (a):

Eu, , portador (a) do documento de

Identidade , fui informado (a) dos objetivos da presente pesquisa, de




106

maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poder
solicitar novas informag¢des ¢ modificar a decisdo de participar se assim o desejar. Declaro qu
concordo em participar dessa pesquisa. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre
esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Governador Valadares, de de 20
Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura pesquisador Data
Nome Assinatura testemunha Data

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: 36036-900Fone: (32) 2102- 3788 / E-
mail: cep.propesq@ufjf.edu.br
Pesquisador Responsavel: Pimela Souza
Silva

Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000.
CEP: 35020-220 — Governador Valadares —
MG Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
pamela.souza@ufjf.edu.br
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ANEXO B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (ADULTO/ CONTROLE)

ﬁ]f Universipape FeperaL DE Juiz pe Fora

PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - CEP/UFJF
36036-900 JUIZ DE FORA - MG — BRASIL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Grupo Controle)

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Avaliacio
farmacogenética e hematologica de pacientes com doenca falciforme SS e SC em tratamento
com hidroxiureia atendidos no Hemocentro de Governador Valadares”. Nesta pesquisa
pretendemos estudar os fatores genéticos e no sangue que podem interferir na resposta ao
tratamento com o hidroxiureia, um medicamento usado no tratamento da doenca falciforme.
Como vocé nio usa a hidoxiureia, seus dados serdo comparados aos dos pacientes que estdo em
uso do medicamento. O motivo que nos leva a estudar esse assunto é o fato de existir grande
varia¢do individual na resposta ao medicamento hidroxiureia, sendo que 25% das pessoas que
usam esse medicamento ndo respondem bem ao tratamento.

Para esta pesquisa faremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): (1) coleta de 10mL de sangue da
veia do brago, no periodo da manhi, apoés vocé ter ficado 8 horas sem comer (em jejum), sendo
essa uma quantidade parecida com aquela retirada para exames de sangue de rotina, para obtencéo
do DNA a ser usado na analise genética; (2) Avaliacdo do seu prontudrio médico para obtencéo
dos dados somente relacionados a esse projeto de pesquisa, com o objetivo de comparar os seus
dados clinicos e sanguineos com aqueles dos pacientes em tratamento com hidroxiureia.

Sua participagio na pesquisa podera contribuir para dizer com antecedéncia se o tratamento com
hidroxiureia € ou ndo indicado para uma determinada pessoa, através da elaboragdo de um perfil
genético de boa resposta ao medicamento. Esta pesquisa apresenta riscos minimos, estando
relacionados ao desconforto fisico decorrente do procedimento invasivo para retirada de sangue.
Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé
tem assegurado o direito & indenizacdo. Para participar deste estudo o (a) Sr (a) néo tera nenhum
custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Terd o esclarecimento sobre o estudo em
qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar
seu consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. A sua participagdo ¢é
voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma
em que é atendido pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo. O (A) Sr (a) nfo sera identificado em nenhuma publicag@o que possa resultar.

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 Pesquisador Responsavel: Pamela Souza Silva
Pro-Reitoria de Pesquisa Enderecgo: Rua lsrael Pinheiro n® 2000.

CEP: 36036-900 CEP: 35020-220 — Governador Valadares — MG
Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
cep.propesq@ufjf.edu.br pamela.souza@ufjf.edu.br

Rubrica do (a) voluntario (a) : Rubrica do (a) pesquisador (a):

Os resultados das analises genéticas e sanguineas serdo acrescentados no prontuario médico no
final das analises da pesquisa. Seu nome ou o material que indique sua participagao nao serdo
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liberados sem a sua permissdo. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados
com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apds esse tempo serdo destruidos.
Ao final do periodo de realizagido da pesquisa, seu sangue sera armazenado no Biorrepositoério,
onde:

a) podera ficar armazenado por até 10 anos, apés autorizado do CEP e se em conformidade com
as normas pertinentes do Conselho Nacional de Saude, sob a responsabilidade da Universidade
Federal de Juiz de Fora Campus Governador Valadares;

b) podera ser transferido formalmente para outro Biorrepositério ou Biobanco, respeitando-se o
Item 7 da Resolugio do Conselho Nacional de Saude 441/11, o qual determina que tal
transferéncia deve ser comunicada a vocé, sempre que possivel ou, na impossibilidade, deve ser
apresentada justificativa ao Sistema CEP/CONEP;

¢) podera ser descartado, conforme normas vigentes de érgidos técnicos competentes, e de acordo
com o TCLE, respeitando-se a confidencialidade e a autonomia do sujeito da pesquisa. O DNA,
sem contaminantes quimicos, mas com possibilidade de contaminantes bioldgicos infecciosos
como virus, sera descartado apds os microtubos serem preenchidos com hipoclorito de sddio 3%
por no minimo 30 minutos e, posteriormente, o liquido descartado na pia do laboratério. Os
microtubos serdo destinados ao descarte de plasticos contaminados e enviados ao descarte
com material hospitalar da respectiva Universidade.

O (a) Sr. (a) sera informado (a) sobre a perda ou destruicio de suas amostras bioldgicas, bem
como sobre o encerramento do Biorrepositorio, quando for o caso. A retirada do seu
consentimento de guarda da sua amostra bioldgica no biorrepositorio, dar-se-a a qualquer tempo,
sem qualquer prejuizo para vocé, com validade a partir da data da comunicacdo da decisdo. A
retirada do consentimento serd formalizada por manifestago, por escrito e assinada, por vocé,
cabendo-lhe a devolugdo das amostras existentes. Tal devolugdo sera feita imediatamente apds a
entrega do documento assinado ao pesquisador responsavel, sendo entregue, em mdos do
participante da pesquisa, os microtubos contendo todas as suas amostras biologicas (sangue e
DNA). Nio sera solicitado o patenteamento ou permitida a utilizagdo comercial do seu material
biolégico armazenado no Biorrepositorio. Em caso de dissolugéo futura da parceria firmada entre
a UFJF e a Fundagdo Hemominas no que se refere a essa pesquisa, os materiais biologicos e dados
coletados serdo destinados a institui¢do de origem do pesquisador responsavel.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias: uma cépia sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, na Universidade Federal de Juiz de Fora — campus avancado de
Governador Valadares ¢ a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagfio brasileira (Resolugdo N°
466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informacgdes somente para os fins
académicos e cientificos.

Em caso de dividas com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa/UFJF

Campus Universitario da UFJF Pesquisador Responsivel: Pimela Souza Silva
Pré-Reitoria de Pesquisa Endereco: Rua Israel Pinheiro n® 2000.

CEP: 36036-900 CEP: 35020-220 — Governador Valadares — MG
Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
cep.propesq@utjf.edu.br pamela.souza@ufjf.edu.br

Rubrica do (a) voluntario (a): Rubrica do (a) pesquisador (a):

Eu, , portador (a) do documento de
Identidade , 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 modificar a decisdo de participar se assim o desejar. Declaro que
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concordo em participar dessa pesquisa. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e
esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas dividas.

Governador Valadares, de de20 .
Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura pesquisador Data
Nome Assinatura testemunha Data

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

CEP - Comité de Etica em
Pesquisa/UFJF

Campus Universitario da UFJF
Pré-Reitoria de Pesquisa

CEP: 36036-900Fone: (32) 2102- 3788 / E-
mail: cep.propesq@ufjf.edu.br
Pesquisador Responsavel: Pimela Souza
Silva

Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000.
CEP: 35020-220 — Governador Valadares —
MG Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
pamela.souza@ufjf.edu.br
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ANEXO C: TERMO DE ASSENTIMENTO (ENTRE 12 E 18 ANOS) GRUPO HU

J Universipape Feperar pe Juiz pe Fora

PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - CEP/UFJF
36036-900 JUIZ DE FORA - MG — BRASIL
TERMO DE ASSENTIMENTO
(No caso do menor entre 12 a 18 anos)
(Grupo Hidroxiureia)
Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Avaliagio
farmacogenética e hematologica de pacientes com doenca falciforme SS e SC em tratamento
com hidroxiureia atendidos no Hemocentro de Governador Valadares”. Nesta pesquisa, nos
iremos estudar os fatores genéticos (ou seja, que estdo dentro da célula e vieram dos seus pais
para vocé) e no sangue que podem modificar o resultado do tratamento com a hidroxiureia, um
remédio usado no tratamento da doenga falciforme. Nos estamos estudando esse assunto porque
para 1 pessoa, em cada 4 pessoas que usam a hidroxiureia, o remédio ndo funciona muito bem.
Desta forma, sua participagdo na pesquisa lhe dara a oportunidade de um melhor
acompanhamento do tratamento com o remédio hidroxiureia. Além disso, sua participagio podera
ajudar no futuro a descobrir se o remédio ird funcionar bem para a pessoa antes de ela usar.
Para esta pesquisa faremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): (1) coleta de 10mL de sangue da
veia do brago, no periodo da manha, apos vocé ter ficado 8 horas sem comer (em jejum), sendo
essa uma quantidade parecida com aquela retirada para exames de sangue de rotina, para obtengédo
do DNA a ser usado na analise genética; quantificagio do remédio no seu sangue e avaliagio de
possiveis efeitos toxicos da hidroxiureia; (2) Avaliagdo do seu prontuirio médico para obtencio
dos dados somente relacionados a esse projeto de pesquisa, com o objetivo de comparar os seus
dados clinicos e sanguineos antes e apds o inicio do seu tratamento com hidroxiureia.
Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de
consentimento. Vocé nfdo pagara nada para participar da pesquisa, nem recebera qualquer
vantagem financeira. Sera falado para vocé tudo o que desejar saber sobre a pesquisa e vocé
também estara livre para querer ou néo participar da pesquisa. Vocé ou o seu responsavel podera
retirar o consentimento ou interromper a sua participagdo a qualquer momento, sem que iSsoO
prejudique seu tratamento.
A sua participacdo € voluntaria e vocé ndo sera punido se ndo quiser participar da pesquisa, sendo
que isso ndo mudara a forma em que ¢ atendido (a) pelo pesquisador que ird tratar a sua identidade
com padrdes profissionais de sigilo. Vocé nio sera identificado em nenhuma publicagdo. Esta
pesquisa apresenta riscos bem pequenos, estando relacionados ao desconforto fisico decorrente
do procedimento invasivo para retirada de sangue. Apesar disso, caso sejam identificados e
comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé tem assegurado o direito a indenizagio.

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 Pesquisador Responsavel: Pimela Souza Silva
Pro-Reitoria de Pesquisa Endereco: Rua Israel Pinheiro n® 2000.

CEP: 36036-900 CEP: 35020-220 — Governador Valadares — MG
Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
cep.propesq@ufjf.edu.br pamela.souza@ufjf.edu.br

Rubrica do (a) menor: Rubrica do (a) pesquisador (a):

Os resultados das andlises genéticas e sanguineas serdo acrescentados no prontudrio médico no
final das andlises da pesquisa. Seu nome ou o material que indique sua participag¢do ndo serdo
liberados sem a sua permissdo ou do seu responsavel. Os dados e instrumentos utilizados na
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pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apos esse
tempo serdo destruidos.

Ao final do periodo de realiza¢do da pesquisa, seu sangue sera armazenado no Biorrepositorio,
onde:

a) podera ficar armazenado por até 10 anos, apos autorizado do CEP e se em conformidade com
as normas pertinentes do Conselho Nacional de Saude, sob a responsabilidade da Universidade
Federal de Juiz de Fora Campus Governador Valadares;

b) podera ser transferido formalmente para outro Biorrepositério ou Biobanco, respeitando-se o
Item 7 da Resolucdo do Conselho Nacional de Satde 441/11, o qual determina que tal
transferéncia deve ser comunicada a vocé e/ou seu representante legal, sempre que possivel ou,
na impossibilidade, deve ser apresentada justificativa ao Sistema CEP/CONEP;

¢) podera ser descartado, conforme normas vigentes de 6rgios técnicos competentes, e de acordo
com o TCLE, respeitando-se a confidencialidade e a autonomia do sujeito da pesquisa. O DNA,
sem contaminantes quimicos, mas com possibilidade de contaminantes biolégicos infecciosos
como virus, sera descartado apds os microtubos serem preenchidos com hipoclorito de sédio 3%
por no minimo 3() minutos e, posteriormente, o liquido descartado na pia do laboratério. Os
microtubos serdo destinados ao descarte de plasticos contaminados e enviados ao descarte
com material hospitalar da respectiva Universidade.

Vocé e seu representante legal serdo informados sobre a perda ou destrui¢do de suas amostras
bioldgicas, bem como sobre o encerramento do Biorrepositdrio, quando for o caso. A retirada do
seu consentimento e de seu representante legal de guarda da sua amostra bioldgica no
biorrepositorio, dar-se-a a qualquer tempo, sem qualquer prejuizo para vocé, com validade a partir
da data da comunicacdio da decisdo. A retirada do consentimento sera formalizada por
manifestagio, por escrito e assinada, por vocé e seu representante legal, cabendo-lhe a devolugio
das amostras existentes. Tal devolugdo sera feita imediatamente apos a entrega do documento
assinado ao pesquisador responsavel, sendo entregue, em mdos do participante da pesquisa e de
seu representante legal, os microtubos contendo todas as suas amostras biologicas (sangue e
DNA). Nio sera solicitado o patenteamento ou permitida a utilizacdo comercial do seu material
biol6gico armazenado no Biorrepositério. Em caso de dissolugfo futura da parceria firmada entre
a UFJF e a Fundagdio Hemominas no que se refere a essa pesquisa, os materiais biologicos e dados
coletados serdo destinados a institui¢do de origem do pesquisador responsavel.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias: uma cdpia sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, na Universidade Federal de Juiz de Fora — campus avanc¢ado de
Governador Valadares e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratario a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugdo N°
466/12 do Conselho Nacional de Saide), utilizando as informagdes somente para os fins
académicos e cientificos.

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos €ticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa/UFJF

Campus Universitario da UFJF Pesquisador Responsivel: Pamela Souza Silva
Pro-Reitoria de Pesquisa Endereco: Rua Israel Pinheiro n® 2000.

CEP: 36036-900 CEP: 35020-220 — Governador Valadares — MG
Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
cep.propesq@ufjf.edu.br pamela.souza@ufjf.edu.br

Rubrica do (a) menor: Rubrica do (a) pesquisador (a):

Eu, , portador (a) do documento de
Identidade (se ja tiver documento), fui informado (a) dos objetivos da

presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informagoes, e 0 meu responsavel podera modificar a decisio
de participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsével ja assinado, declaro
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que concordo em participar dessa pesquisa. Recebi uma copia deste termo de assentimento € me
foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Governador Valadares, de de20 .

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: 36036-900Fone: (32) 2102- 3788 / E-
mail: cep.propesq@ufjf.edu.br
Pesquisador Responsavel: Pidmela Souza
Silva

Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000.
CEP: 35020-220 — Governador Valadares —
MG Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
pamela.souza@ufjf.edu.br



113

ANEXO D: TERMO DE ASSENTIMENTO (ENTRE 12 E 18 ANOS) GRUPO CONTROLE

ﬁjf Universipape Feperat pe Juiz pe Fora

PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - CEP/UFJF
36036-900 JUIZ DE FORA - MG — BRASIL
TERMO DE ASSENTIMENTO
(No caso do menor entre 12 a 18 anos)
(Grupo Controle)
Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Avalia¢ido
farmacogenética e hematologica de pacientes com doenca falciforme SS e SC em tratamento
com hidroxiureia atendidos no Hemocentro de Governador Valadares”. Nesta pesquisa, nos
iremos estudar os fatores genéticos (ou seja, que estdo dentro da célula e vieram dos seus pais
para vocé) e no sangue que podem modificar o resultado do tratamento com a hidroxiureia, um
remédio usado no tratamento da doenga falciforme. Como vocé ndo usa esse remédio, o seus
resultados serdo importantes para compararmos aos dos outros voluntarios que estdo usando esse
remédio. Nos estamos estudando esse assunto porque para | pessoa, em cada 4 pessoas que usam
a hidroxiureia, o remédio ndo funciona muito bem. Desta forma, a sua participa¢do na pesquisa
lhe dara a oportunidade de conhecer melhor os fatores genéticos e do sangue que podem mudar o
resultado do tratamento com esse remédio, podendo ajudar no futuro a descobrir se o remédio ira
funcionar bem para a pessoa antes de ela usar.
Para esta pesquisa faremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): (1) coleta de 10mL de sangue da
veia do brago, no periodo da manha, apds vocé ter ficado 8 horas sem comer (em jejum), sendo
essa uma quantidade parecida com aquela retirada para exames de sangue de rotina, para obtengdo
do DNA a ser usado na analise genética; (2) Avaliagdo do seu prontuario médico para obtengio
dos dados somente relacionados a esse projeto de pesquisa, com o objetivo de comparar os seus
dados clinicos e sanguineos com aqueles dos pacientes usando a hidroxiureia.
Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de
consentimento. Vocé ndo pagara nada para participar da pesquisa, nem recebera qualquer
vantagem financeira. Sera falado para vocé tudo o que desejar saber sobre a pesquisa e vocé
também estara livre para querer ou ndo participar da pesquisa. Vocé ou o seu responsavel podera
retirar o consentimento ou interromper a sua participagdo a qualquer momento, sem que isso
prejudique seu tratamento.
A sua participacio ¢ voluntaria e vocé nio sera punido se ndo quiser participar da pesquisa, sendo
que isso ndo mudara a forma em que € atendido (a) pelo pesquisador que ir4 tratar a sua identidade
com padrdes profissionais de sigilo. Vocé nao sera identificado em nenhuma publicagao. Esta
pesquisa apresenta riscos bem pequenos, estando relacionados ao desconforto fisico decorrente
do procedimento invasivo para retirada de sangue. Apesar disso, caso sejam identificados e
comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé tem assegurado o direito a indenizacio.

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

CEP - Comité de Etica em Pesquisador Responsavel: Pamela Souza
Pesquisa/UFJF Silva

Campus Universitario da UFJF Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000.
Pro-Reitoria de Pesquisa CEP: 35020-220 — Governador Valadares —
CEP: 36036-900 MG

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
cep.propesq(@ufjf.edu.br pamela.souza@ufjf.edu.br

Rubrica do (a) menor: Rubrica do (a) pesquisador (a):
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Os resultados das analises genéticas e sanguineas serdo acrescentados no prontuario médico no
final das andlises da pesquisa. Seu nome ou o material que indique sua participacdo ndo serdo
liberados sem a sua permissdo ou do seu responsavel. Os dados e instrumentos utilizados na
pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apds esse
tempo serdo destruidos.

Ao final do periodo de realizagdo da pesquisa, seu sangue sera armazenado no Biorrepositorio,
onde:

a) podera ficar armazenado por até 10 anos, apos autorizado do CEP e se em conformidade com
as normas pertinentes do Conselho Nacional de Saude, sob a responsabilidade da Universidade
Federal de Juiz de Fora Campus Governador Valadares;

b) podera ser transferido formalmente para outro Biorrepositério ou Biobanco, respeitando-se o
Item 7 da Resolucdo do Conselho Nacional de Saude 441/11, o qual determina que tal
transferéncia deve ser comunicada a vocé e/ou seu representante legal, sempre que possivel ou,
na impossibilidade, deve ser apresentada justificativa ao Sistema CEP/CONEP;

¢) podera ser descartado, conforme normas vigentes de 0rgdos técnicos competentes, e de acordo
com o TCLE, respeitando-se a confidencialidade e a autonomia do sujeito da pesquisa. O DNA,
sem contaminantes quimicos, mas com possibilidade de contaminantes biologicos infecciosos
como virus, sera descartado apos os microtubos serem preenchidos com hipoclorito de sédio 3%
por no minimo 30 minutos e, posteriormente, o liquido descartado na pia do laboratério. Os
microtubos serdo destinados ao descarte de pldsticos contaminados e enviados ao descarte
com material hospitalar da respectiva Universidade.

Vocé e seu representante legal serfo informados sobre a perda ou destruigdo de suas amostras
bioldgicas, bem como sobre o encerramento do Biorrepositério, quando for o caso. A retirada do
seu consentimento ¢ de seu representante legal de guarda da sua amostra bioldgica no
biorrepositorio, dar-se-a a qualquer tempo, sem qualquer prejuizo para vocé, com validade a partir
da data da comunicagio da decisdo. A retirada do consentimento sera formalizada por
manifestagdo, por escrito e assinada, por vocé e seu representante legal, cabendo-lhe a devolugéo
das amostras existentes. Tal devolugdo sera feita imediatamente apos a entrega do documento
assinado ao pesquisador responsavel, sendo entregue, em mdos do participante da pesquisa e de
seu representante legal, os microtubos contendo todas as suas amostras biologicas (sangue e
DNA). Nio sera solicitado o patenteamento ou permitida a utilizagdo comercial do seu material
bioldgico armazenado no Biorrepositorio. Em caso de dissolugéo futura da parceria firmada entre
a UFJF e a Funda¢do Hemominas no que se refere a essa pesquisa, os materiais biologicos e dados
coletados ser@o destinados a institui¢ao de origem do pesquisador responsavel.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias: uma copia sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, na Universidade Federal de Juiz de Fora — campus avanc¢ado de
Governador Valadares e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira (Resolugdo N°
466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informagdes somente para os fins
académicos e cientificos.

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

CEP - Comité de Etica em Pesquisador Responsavel: Pimela Souza
Pesquisa/UFJF Silva

Campus Universitario da UFJF Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000.
Pré-Reitoria de Pesquisa CEP: 35020-220 — Governador Valadares —
CEP: 36036-900 MG

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
cep.propesq@ufjf.edu.br pamela.souza@ufjf.edu.br

Rubrica do (a) menor: Rubrica do (a) pesquisador (a):




Eu, , portador (a) do documento de
Identidade (se ja tiver documento), 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 informacdes, e o meu responsavel podera modificar a decisdo
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.

Governador Valadares, de de20 .

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
Pré6-Reitoria de Pesquisa

CEP: 36036-900Fone: (32) 2102- 3788 / E-
mail: cep.propesq@ufjf.edu.br
Pesquisador Responsavel: Pimela Souza
Silva

Endereco: Rua Israel Pinheiro n® 2000.
CEP: 35020-220 — Governador Valadares —
MG Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
pamela.souza@ufjf.edu.br
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ANEXO E: TERMO DE CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PELO MENOR/ GRUPO HU

‘ﬁjf Universipape Feperar pe Juiz pe Fora

PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - CEP/UFJF
36036-900 JUIZ DE FORA - MG — BRASIL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(No caso do responsdvel pelo menor)

(Grupo Hidroxiureia)

O menor , sob sua responsabilidade, esta
sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Avaliacfio farmacogenética
e hematoldgica de pacientes com doenca falciforme SS e SC em tratamento com hidroxiureia
atendidos no Hemocentro de Governador Valadares”. Nesta pesquisa pretendemos estudar os
fatores genéticos e no sangue que podem interferir na resposta ao tratamento com o hidroxiureia,
um medicamento usado no tratamento da doenga falciforme. O motivo que nos leva a estudar esse
assunto € o fato de existir grande variagdo individual na resposta ao medicamento hidroxiureia,
sendo que 25% das pessoas que usam esse medicamento nao respondem bem ao tratamento. Desta
forma, a participagio de seu(sua) filho(a) na pesquisa lhe dara a oportunidade de um melhor
acompanhamento do tratamento com o medicamento hidroxiureia. Além disso, poderd auxiliar
futuramente para dizer com antecedéncia se o tratamento com hidroxiureia é ou nio indicado para
uma determinada pessoa, através da elaboragdo de um perfil genético de boa resposta ao
medicamento.

Para esta pesquisa faremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): (1) coleta de 5SmL de sangue da veia
do brago, no periodo da manhé, apds vocé ter ficado 8 horas sem comer (em jejum), sendo essa
uma quantidade parecida com aquela retirada para exames de sangue de rotina, para obtengdo do
DNA a ser usado na andlise genética, quantificacdo do medicamento no sangue e avaliagio de
possiveis efeitos toxicos da hidroxiureia (2) Avaliacdo do seu prontuario médico do (a) seu (sua)
filho (a) para obteng¢do dos dados somente relacionados a esse projeto de pesquisa, com o objetivo
de comparar os seus dados clinicos e sanguineos antes e apds o inicio do seu tratamento com
hidroxiureia.

Para participar desta pesquisa, o menor sob sua responsabilidade ndo tera nenhum custo, nem
receberd qualquer vantagem financeira. Ele (a) sera esclarecido (a) em qualquer aspecto que
desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Vocé ou o menor sob sua
responsabilidade podera retirar o consentimento ou interromper a participagio nessa pesquisa a
qualquer momento, sem qualquer prejuizo ao tratamento. A participacdo dele (a) é voluntaria e a
recusa em participar nfo acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que é
atendido (a) pelo pesquisador, que ira tratar a identidade do menor com padrdes profissionais de
sigilo. O menor ndo sera identificado em nenhuma publicagdo que possa resultar. Esta pesquisa
apresenta riscos minimos, estando relacionados ao desconforto fisico decorrente do procedimento
invasivo para retirada de sangue. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos
provenientes desta pesquisa, vocé tem assegurado o direito a indenizagéao.

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 Pesquisador Responsavel: Pamela Souza Silva
Pro-Reitoria de Pesquisa Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000,

CEP: 36036-900 CEP: 35020-220 — Governador Valadares — MG

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesq(@ufjfedu.br Fone: (33) 8859-3028/E-mail: pamela.souza@ufjf.edu.br

Rubrica do (a) responsavel: Rubrica do (a) pesquisador (a):
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Os resultados das analises genéticas e sanguineas serdo acrescentados no prontuario médico no
final das analises da pesquisa. O nome ou o material que indique a participa¢gdo do menor nio
serdo liberados sem a sua permissdo. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo
arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apds esse tempo serdo
destruidos.

Ao final do periodo de realizagdo da pesquisa, o sangue do menor sera armazenado no
Biorrepositorio, onde:

a) podera ficar armazenado por até 10 anos, apos autorizado do CEP e se em conformidade com
as normas pertinentes do Conselho Nacional de Satde, sob a responsabilidade da Universidade
Federal de Juiz de Fora Campus Governador Valadares;

b) podera ser transferido formalmente para outro Biorrepositorio ou Biobanco, respeitando-se o
Item 7 da Resolugdo do Conselho Nacional de Saide 441/11, o qual determina que tal
transteréncia deve ser comunicada a vocé, sempre que possivel ou, na impossibilidade, deve ser
apresentada justificativa ao Sistema CEP/CONEP;

¢) poder4 ser descartado, conforme normas vigentes de drgaos técnicos competentes, e de acordo
com o TCLE, respeitando-se a confidencialidade e a autonomia do sujeito da pesquisa. O DNA,
sem contaminantes quimicos, mas com possibilidade de contaminantes biologicos infecciosos
como virus, sera descartado apds os microtubos serem preenchidos com hipoclorito de sodio 3%
por no minimo 30 minutos e, posteriormente, o liquido descartado na pia do laboratério. Os
microtubos serdo destinados ao descarte de plasticos contaminados e enviados ao descarte
com material hospitalar da respectiva Universidade.

Vocé sera informado (a) sobre a perda ou destrui¢do das amostras biologicas do menor, bem como
sobre o encerramento do Biorrepositorio, quando for o caso. A retirada do consentimento de
guarda da amostra biolégica do menor no biorrepositorio, dar-se-a a qualquer tempo, sem
qualquer prejuizo para o menor, com validade a partir da data da comunicagio da decisdo. A
retirada do consentimento sera formalizada por manifestagio, por escrito e assinada, por vocé ou
pelo menor, cabendo-lhe a devolugio das amostras existentes. Tal devolugdo sera feita
imediatamente apos a entrega do documento assinado ao pesquisador responsavel, sendo
entregue, em mdos do representante legal do participante da pesquisa, os microtubos contendo
todas as amostras bhiologicas (sangue e DNA). Nio sera solicitado o patenteamento ou permitida
a utilizagdo comercial do material biologico armazenado no Biorrepositorio. Em caso de
dissolugdo futura da parceria firmada entre a UFJF e a Fundagdo Hemominas no que se refere a
essa pesquisa, os materiais bioldgicos e dados coletados serdo destinados a institui¢do de origem
do pesquisador responsavel,

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias: uma cdpia sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, na Universidade Federal de Juiz de Fora — campus avancade de
Governador Valadares e a outra serd fornecida a vocé. Os pesquisadores tratario a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagao brasileira (Resolugdo N°
466/12 do Conselho Nacional de Saide), utilizando as informagdes somente para os fins
académicos e cientificos.

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 Pesquisador Responsivel: PAmela Souza Silva
Pro-Reitoria de Pesquisa Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000.

CEP: 36036-900 CEP: 35020-220 — Governador Valadares - MG

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesq@ufjf.edu.br Fone: (33) 8859-3028/E-mail: pamela.souza@utjf.edu.br

Rubrica do (a) responsavel: Rubrica do (a) pesquisador (a):
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Eu, , portador (a) do
documento de Identidade , responsavel pelo menor
, 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 informacgdes e modificar a decisdo do menor sob minha
responsabilidade de participar, se assim o desejar. Declaro que concordo que o menor sob minha
responsabilidade participe dessa pesquisa. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre
e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Governador Valadares, de de20 .

Assinatura do (a) Responsavel

Assinatura do (a) Pesquisador (a)

Em caso de dividas 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: 36036-900Fone: (32) 2102- 3788 / E-
mail: cep.propesq@ufjf.edu.br
Pesquisador Responsavel: Pamela Souza
Silva

Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000.
CEP: 35020-220 — Governador Valadares —
MG Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
pamela.souza@ufjf.edu.br
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ANEXO F: TERMO DE CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PELO MENOR/ GRUPO

CONTROLE
ﬁjf Universipape Feperar pe Juiz pe Fora

PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANQOS - CEP/UFJF
36036-900 JUIZ DE FORA - MG — BRASIL
TERMOQO DE CONSENTIMENTO LIVRE F ESCLARECIDO
(No caso do responsdvel pelo menor)

(Grupo Controle)

O menor , sob sua responsabilidade, esta
sendo convidado (a) como voluntério (a) a participar da pesquisa “Avaliacdo farmacogenética
e hematolégica de pacientes com doenca falciforme SS e SC em tratamento com hidroxiureia
atendidos no Hemocentro de Governador Valadares”. Nesta pesquisa pretendemos estudar os
fatores genéticos e no sangue que podem interferir na resposta ao tratamento com o hidroxiureia,
um medicamento usado no tratamento da doenca falciforme. Como o voluntario ndo usa a
hidroxiureia, seus dados serdo comparados aos dos outros voluntarios que estdo em uso do
medicamento. O motivo que nos leva a estudar esse assunto é o fato de existir grande variacdo
individual na resposta ao medicamento hidroxiureia, sendo que 25% das pessoas que usam esse
medicamento nédo respondem bem ao tratamento. Desta forma, a participacdo de seu(sua) filho(a)
na pesquisa lhe dara a oportunidade de conhecer melhor os fatores genéticos e sanguineos que
podem interferir na resposta ao medicamento, bem como podera auxiliar futuramente para dizer
com antecedéncia se o tratamento com hidroxiureia é ou nfo indicado para uma determinada
pessoa, através da elaboragio de um perfil genético de boa resposta ao medicamento.

Para esta pesquisa faremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): (1) coleta de SmL de sangue da veia
do brago, no periodo da manha, apés vocé ter ficado 8 horas sem comer (em jejum), sendo essa
uma quantidade parecida com aquela retirada para exames de sangue de rotina, para obtencio do
DNA a ser usado na andlise genética; (2) Avaliagdo do seu prontudrio médico do (a) seu (sua)
filho (a) para obtengdo dos dados somente relacionados a esse projeto de pesquisa, com o objetivo
de comparar os seus dados clinicos e sanguineos com aqueles dos pacientes em tratamento com
hidroxiureia.

Para participar desta pesquisa, o menor sob sua responsabilidade ndo tera nenhum custo, nem
recebera qualquer vantagem financeira. Ele (a) sera esclarecido (a) em qualquer aspecto que
desejar e estard livre para participar ou recusar-se a participar. Vocé ou o menor sob sua
responsabilidade podera retirar o consentimento ou interromper a participagio nessa pesquisa a
qualquer momento, sem qualquer prejuizo ao tratamento. A participagédo dele (a) é voluntariae a
recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que €
atendido (a) pelo pesquisador, que ira tratar a identidade do menor com padrdes profissionais de
sigilo. O menor nio sera identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar. Esta pesquisa
apresenta riscos minimos, estando relacionados ao desconforto fisico decorrente do procedimento
invasivo para retirada de sangue. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos
provenientes desta pesquisa, vocé tem assegurado o direito a indenizacio.

Em caso de diavidas com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa/UFJF

Campus Universitiario da UFJF Pesquisador Responsivel: Pimela Souza Silva
Pro-Reitoria de Pesquisa Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000.

CEP: 36036-900 CEP: 35020-220 — Governador Valadares — MG

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesqi@ufjf.edu.br Fone: (33) 8859-3028/E-mail: pamela.souza@ufjf.edu.br

Rubrica do (a) responsavel: Rubrica do (a) pesquisador (a):
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Os resultados das analises genéticas e sanguineas serdo acrescentados no prontuario médico no
final das andlises da pesquisa. O nome ou o material que indique a participagdo do menor nio
serdo liberados sem a sua permissdo. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo
arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apds esse tempo serdo
destruidos.

Ao final do periodo de realizagdo da pesquisa, o sangue do menor sera armazenado no
Biorrepositorio, onde:

a) podera ficar armazenado por até 10 anos, apds autorizado do CEP e se em conformidade com
as normas pertinentes do Conselho Nacional de Satde, sob a responsabilidade da Universidade
Federal de Juiz de Fora Campus Governador Valadares;

b) podera ser transferido formalmente para outro Biorrepositorio ou Biobanco, respeitando-se o
Item 7 da Resolugdo do Conselho Nacional de Satde 441/11, o qual determina que tal
transferéncia deve ser comunicada a vocé, sempre que possivel ou, na impossibilidade, deve ser
apresentada justificativa ao Sistema CEP/CONEP;

¢) podera ser descartado, conforme normas vigentes de orgios técnicos competentes, e de acordo
com o TCLE, respeitando-se a confidencialidade e a autonomia do sujeito da pesquisa. O DNA,
sem contaminantes quimicos, mas com possibilidade de contaminantes biologicos infecciosos
como virus, sera descartado apés os microtubos serem preenchidos com hipoclorito de sodio 3%
por no minimo 30 minutos e, posteriormente, o liquido descartado na pia do laboratdrio. Os
microtubos serdo destinados ao descarte de plasticos contaminados e enviados ao descarte
com material hospitalar da respectiva Universidade.

Vocé sera informado (a) sobre a perda ou destruicdo das amostras bioldgicas do menor, bem como
sobre 0 encerramento do Biorrepositério, quando for o caso. A retirada do consentimento de
guarda da amostra biologica do menor no biorrepositorio, dar-se-a a qualquer tempo, sem
qualquer prejuizo para o menor, com validade a partir da data da comunicagdo da decisdo. A
retirada do consentimento serd formalizada por manifestagao, por escrito e assinada, por vocé ou
pelo menor, cabendo-lhe a devolugdo das amostras existentes. Tal devolugdo sera feita
imediatamente apos a entrega do documento assinado ao pesquisador responsavel, sendo
entregue, em mdos do representante legal do participante da pesquisa, os microtubos contendo
todas as amostras biologicas (sangue e DNA). Nio sera solicitado o patenteamento ou permitida
a utilizagdo comercial do material biologico armazenado no Biorrepositorio. Em caso de
dissolu¢ao futura da parceria firmada entre a UFJF e a Fundagcio Hemominas no que se refere a
essa pesquisa, os materiais biologicos e dados coletados serfio destinados a institui¢do de origem
do pesquisador responsavel.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias: uma copia sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, na Universidade Federal de Juiz de Fora — campus avancado de
Governador Valadares e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira (Resolugdo N°
466/12 do Conselho Nacional de Satde), utilizando as informagdes somente para os fins
académicos e cientificos.

Em caso de diividas com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa/UFJF

Campus Universitario da UFJF Pesquisador Responsavel: Pimela Souza Silva
Pro-Reitoria de Pesquisa Enderego: Rua Israel Pinheiro n® 2000.

CEP: 36036-900 CEP: 35020-220 — Governador Valadares — MG

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesq@ufjf.edu.br Fone: (33) 8859-3028/E-mail: pamela.souza@ufjf.edu.br

Rubrica do (a) responsavel: Rubrica do (a) pesquisador (a):
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Eu, , portador (a) do
documento de Identidade , responsavel pelo menor

, 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 modificar a decisdo do menor sob minha
responsabilidade de participar, se assim o desejar. Declaro que concordo que o menor sob minha
responsabilidade participe dessa pesquisa. Recebi uma cdpia deste termo de consentimento livre
¢ esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas dividas.

Governador Valadares, de de 20 .

Assinatura do (a) Responsavel

Assinatura do (a) Pesquisador (a)

Em caso de dividas 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: 36036-900Fone: (32) 2102- 3788 / E-
mail: cep.propesq@ufjf.edu.br
Pesquisador Responsavel: Pimela Souza
Silva

Enderego: Rua Israel Pinheiro n° 2000.
CEP: 35020-220 — Governador Valadares —
MG Fone: (33) 8859-3028/E-mail:
pamela.souza@ufjf.edu.br



ANEXO G: INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Myt

Prontudrio n®:

UNIVERSIDADE
FeperalL DE Juiz pe FoRra

Nome:

Formulario para coleta de dados - Prontuario

Data da analise: ! ! Realizada por:
Data de nascimanto: Idade: Sexo: { )M { )F Raga:
Cidade onde reside: Telefone (s): ()} )

1. Diagndstico:

2 . Analise dos critérios de exclusio:

Doenga Falciforme:
[ )Ss

[ )sC

{ ) Outro: qual

Cata da ultima consulta:

2.1. Em gestagdo: ( ) Sim ( ) Mao

2.2. Resultado HIV:

{ 1 Megativa [ ) Positive { ) Mao avaliado

2.3. Resultado Hepatite B ou C:

{ )Megativo { ) Positivo { ) Nao avaliado

2.4. Comprometimento renal ou hepatico severos:

{ 13im { )MNao { ) Nao diagnosticado

2.5. Transfusao sanguinea:

{ 1Mo

{ ) 5im, ha quanto tempo? () ha mais de 100 dias
{ ) ha menos de 100 dias

Data {aproximada) da dltima transfuséo; ! !

3 . Uso de Hidroxiureia (HU)*:

[ )MNao

Ha indicagio médica?
[ )Sim
(  )MaEo

{ }5im Desde:
Fosologia inicial: Pesn na ocasido:
Posologia atual, Peso atual:

Dose atual: mg/Kg/dia

Kg

kg

Em caso de uso, relate as reagdes adversas apresentadas:

Obs.: * relatar o paciente que usa HU atualmente ou gue ja tenha usado em algum momento, mas que possa
ter interrompido o tratamento por alguma razdo. Anotar a razdo da interrupgao do tratamento, se houver.
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4 . Eventos relatados duranie as consultas:

Data Crise algicallocalizacio

Sequestro esplénico Egplenactomia

Infeccfes/Qual
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5. Medidas: (dados mais recentes)

Peso: Kg Altura: cm PA: mmHG
Data: __ / / Data: __/ / Data: __ [ /
6 . Utilizagdo de medicamentos cronicamente:
Medicamento Posologia Doenca Desde
7. Exames hematolégicos*
Data Hb Ho | i) | vem | Hem | Le Bt g M L | Flaquetas | o
Fetal | (g/dL) ¥ mil/ mm?

Obs.: * anotar o exame mais recente, 2 exames imediatamente anteriores ao inicio do tratamento com HU e 2
apos o inicio do tratamento.

Outros dados laboratoriais ou consideragoes importantes:
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ANEXO H: APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFJF

UFJF - UNIVERSIDADE
Q smerwncs | Ufjf FEDERAL DE JUIZ DE FORA - W““‘
MG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo farmacogenética e hematolégica de pacientes com doenca falciforme SS e
SC em tratamento com hidroxiureia atendidos no Hemocentro de Governador
Valadares

Pesquisador: Pamela Souza Silva

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

Versao: 7

CAAE: 29058814.4.0000.5147

Instituicdo Proponente: Faculdade de Farmacia

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

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 2.085.038

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de projeto em sua 7a. versdo, anteriormente aprovado e que retorna ac CEP com novo pedido de
aprovagao em virtude de emenda para prorrogar o prazo de realizag&o por motivo justificado. Apresentacgdo
do projeto esta clara, detalhada de forma objetiva, descreve as bases cientificas que justificam o estudo, de
acordo com o previsto na Resolugdo CNS 466/12 de 2012, item 1l

Objetivo da Pesquisa:

Objetivos bem descritos e em consonancia com a hipotese da pesquisa.

O Objetivo da pesquisa esta bem delineado, apresenta clareza e compatibilidade com a proposta, tendo
adequacdo da metodologia aos objetivos pretendidos, de acordo com as disposi¢des definidas na Norma
Operacional CNS 001 de 2013, item 3.4.1 - 4.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O risco que o projeto apresenta é caracterizado como risco minimo e estd adequadamente descrito,
considerando que os individuos nédo sofrerdo qualquer dano ou sofrerdo prejuizo pela participagdo ou pela
negacgéo de participacdo na pesquisa e beneficios esperados adequadamente

Enderegco: JOSE LOURENCO KELMER S/N

Bairro: SAO 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

Pagina 01 de 04
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Continuacio do Parecer: 2.085.038

descritos. A avaliagdo dos Riscos e Beneficios esta de acordo com as disposictes definidas na Resolugéo
CNS 466/12 de 2012, itens II; [11.2 e V.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Sem comentarios a acrescentar aos do parecer anterior.

O projeto esta bem estruturado, apresenta o tipo de estudo, nimero de participantes, critério de inclusdo e
exclusdo, forma de recrutamento. As referencias bibliograficas sdo atuais, sustentam os objetivos do estudo
e seguem uma normatizacédo. O cronograma mostra as diversas etapas da pesquisa,além de mostra que a
coleta de dados ocorrera apds aprovagédo do projeto pelo CEP. O orcamento lista a relagé@o detalhada dos
custos da pesquisa que serdo financiados com recursos proprios conforme consta no campo apoio
financeiro. A pesquisa proposta esta de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466 de
2012, itens 1V.6, I11.11 e X1.2; com a Norma Operacional CNS 001 de 2013. Itens: 3.4.1-6, 8,9, 10e 11; 3.3 -
f; com o Manual Operacional para CEPS Item: VI - ¢; e com o Manual para submissdo de pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Mantidas sem alterag&o as consideragdes expostas no parecer anterior.

O protocolo de pesquisa estd em configuragdo adequada, apresenta FOLHA DE ROSTO devidamente
preenchida,com o titulo em portugués, identifica o patrocinador pela pesquisa, estando de acordo com as
disposigoes definidas na Norma Operacional CNS 001 de 2013 item 3.3 letra a; e 3.4.1 item 16. Apresenta o
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO em linguagem clara para compreensio dos
participantes, apresenta justificativa e objetivo, campo para identificagdo do participante, descreve de forma
suficiente os procedimentos, informa que uma das vias do TCLE sera entregue aos participantes,assegura a
liberdade do participante recusar ou retirar o consentimento sem penalidades,garante sigilo e anonimato,
explicita riscos e desconfortos esperados, ressarcimento com as despesas,indenizacéo diante de eventuais
danos decorrentes da pesquisa,contato do pesquisador e do CEP e informa que os dados da pesquisa
ficardo arquivados com o pesquisador pelo periodo de cinco anos, de acordo com o previsto na Resolugao
CNS 466 de 2012, itens:IV letra b; IV.3 letras a,b,d,e,f.g e h; IV. 5 letra d e XI.2 letra f. Apresenta o
INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS de forma pertinente aos objetivos delineados e preserva os
participantes da pesquisa. O Pesquisador apresenta titulagdo e experiéncia compativel com o projeto de
pesquisa, estando de acordo com as atribuigdes definidas no Manual Operacional para CPEs. Apresenta
DECLARACAO de infraestrutura e de concordancia com a realizagdo da pesquisa de acordo com as
atribuicdes definidas na Norma Operacional CNS 001 de 2013 item 3.3 letra h.

Enderego: JOSE LOURENCO KELMER S/N

Bairro: SAO 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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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto em condicdes de ser aprovado sem ressalvas quanto aos principios éticos norteadores da pesquisa.
in

Niante do ex
vianie do ex

a emenda ao nroieto estad anravada
a emena rovagca

CHiThiua av pivtlu Tow apivvaua, P

nig esta de
OIS esia ¢

D
jui]

cordo com ns
COorde com os

norteadores da ética em pesquisa estabelecido na Res. 466/12 CNS e com a Norma Operacional N°
001/2013 CNS. Data prevista para o término da pesquisa:maio de 2018.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFJF, de acordo com as atribuicbes definidas na
Res. CNS 466/12 e com a Norma Operacional N°001/2013 CNS, manifesta-se pela APROVACAQ a emenda
ao protocolo de pesquisa proposto, a qual solicita extensdo no cronograma de execugdo. Vale lembrar ao
pesquisador responsavel pelo projeto, o compromisso de envio ao CEP de relatérios parciais e/ou total de
sua pesquisa informando o andamento da mesma, comunicando também eventos adversos e eventuais
modifica¢des no protocolo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacées Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS 912895 02/05/2017 Aceito
do Projeto E4.pdf 19:43:51
Outros Termo_sigilo_Kenia.pdf 24/10/2016 |Pamela Souza Silva | Aceito
14:08:44

Declaragdo de Colaborador_ext_kenia.pdf 24/10/2016 |Pamela Souza Silva | Aceito

Pesquisadores 14:07:52

Outros Lattes Ana Paula Pinho Santos.pdf 03/11/2014 Aceito
22:59:21

Qutros carta resposta_parecer 28 maio 27/06/2014 Aceito

2014 Pamela.pdf 13:22:11

Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado_27_06_CEP.pdf 27/06/2014 Aceito

Brochura 13:07:19

Investigador

Declaragao de Hemominas.pdf 27/06/2014 Aceito

Instituicdo e 12:45:48

Infraestrutura

Declaragdo de Declaracao_infra-estrutura.pdf 28/03/2014 Aceito

Instituicdo e 17:40:48

Infraestrutura

Outros TA_HU.doc 19/03/2014 Aceito
13:30:07

Outros TA_controle.doc 19/03/2014 Aceito
13:29:48

Enderego: JOSE LOURENCO KELMER S/N

Bairro: SAO PEDRO CEP: 36.036-900
UF: MG Municipio: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)2102-3788 Fax: (32)1102-3788 E-mail: cep.propesq@uifjf.edu.br
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TCLE/Termos de |TCLE_para-os-responsaveis-de- 19/03/2014 Aceito
Assentimento / menor HU.doc 13:29:11

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termos de |TCLE_para-os-responsaveis-de- 19/03/2014 Aceito
Assentimento / menor_controle.doc 13:29:03

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_aduto_HU.doc 19/03/2014 Aceito
Assentimento / 13:28:50

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |TCLE_aduto_controle.doc 19/03/2014 Aceito
Assentimento / 13:28:30

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha de Rosto_assinada.pdf 19/03/2014 Aceito

13:27:37

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

JUIZ DE FORA, 26 de Maio de 2017

Assinado por:

Patricia Aparecida Fontes Vieira

(Coordenador)



ANEXO I: APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HEMOMINAS

w5 # %_! | FUNDAGCAO HEMOMINAS-MG W"“’
FUNDAGAD

HEMCAMINAS
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicio Coparticipante

nNnANNS N
AL D

Q
)
0

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo farmacogenética e hematologica de pacientes com doenga falciforme SS e
SC em tratamento com hidroxiureia atendidos no Hemocentro de Governador
Valadares

Pesquisador: Pamela Souza Silva

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 3

CAAE: 29058814.4.3001.5118

Instituicao Proponente: Faculdade de Farmacia

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

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2.087.995

Apresentacao do Projeto:

A doenca falciforme (DF) é um grave problema de saude publica mundial, com grande impacto na
morbimortalidade da populagdo acometida. O Brasil apresenta alta prevaléncia dessa doenga, sendo
padronizado pelo Ministério da Sadde o tratamento farmacolégico com hidroxiureia (HU). Apesar de a
maioria dos pacientes apresentar uma resposta terapéutica efetiva a HU, existe grande variabilidade de
resposta farmacologica, sendo que aproximadamente de 25% das pessoas ndo apresentam resposta
satisfatoria ao farmaco. Sendo assim, o objetivo do presente projeto é avaliar a variabilidade individual de
resposta farmacoldgica ao tratamento com HU, analisando marcadores farmacogenéticos e parametros
hematolégicos de pacientes com DF n&o tratados e ap6s tratamento com esse farmaco. Para tal, seréo
selecionados 100 voluntérios com doenga falciforme SS ou SC néo tratados com HU e 100 voluntéarios
tratados com esse farmaco acompanhados no Hemocentro de Governador Valadares. Amostras de sangue
venoso serdo coletadas dos voluntarios para 1) andlises hematoldgicas (para avaliagdo da concentragao de
hemoglobina fetal, hemograma, dosagem sérica de transaminases, creatinina e acido urico) e quantificacao
da HU plasmatica; 2) extracdo do DNA para avaliagéo dos polimorfismos genéticos

Enderego: Alameda Ezequiel Dias. 321

Bairro: Santa Efigénia CEP: 30.130-110
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3768-4587 Fax: (31)3768-4600 E-mail: cep@hemominas.mg.gov.br
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em cinco genes candidatos relacionados aos alvos farmacocinéticos e farmacodinadmicos da HU (genes
BCL11A, NOS 3, ARG 1, FLT1 e UTA) e 3) isolamento de células mononucleares para analise da
genotoxicidade in vitro e in vivo da HU, relacionando tal perfil de resposta com os marcadores genéticos. Tal
projeto possibilitara melhor acompanhamento farmacoterapéutico dos pacientes portadores de DF, além de
permitir a avaliagdo ampla e inédita do perfil genético de resposta de voluntarios brasileiros ao tratamento
com a HU. Além disso, tais achados poder&o contribuir para predizer o perfil de resposta a HU pelo paciente
com DF, definindo-se padroes de respondedores e ndo respondedores ao farmaco.

Objetivo da Pesquisa:

A presente proposta tem por objetivo a avaliagdo de marcadores genéticos e de pardmetros hematolégicos
de pacientes com doenga falciforme (SS e SC) relacionando-os tanto a resposta terapéutica com
hidroxiureia, quanto as reacdes adversas a esse tratamento.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Esta pesquisa apresenta riscos minimos relacionados ao desconforto fisico decorrente do
procedimento invasivo para retirada de sangue.

Beneficios: Mais intenso acompanhamento farmacoterapéutico dos pacientes portadores de doenca
falciforme SS ou SC atendidos no Hemocentro de Governador Valadares.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Verificar campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes”.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Verificar campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes”.

Recomendagdes:
N&o se aplica.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Este parecer consubstanciado trata do pedido de emenda feito pela pesquisadora, que trata sobre: "A
emenda aqui apresentada trata exclusivamente da solicitacdo de prorrogagédo do prazo de execugdo para
maio de 2018. Portanto, houve alteragdo exclusivamente no item "cronograma'. Houve atraso no
cronograma da pesquisa anteriormente proposto em fungéo do desabastecimento nacional do medicamento
Hidroxiureia pelo SUS, o que levou a interrupgdo do tratamento por muitos pacientes. Sendo assim, houve
comprometimento do acompanhamento dos efeitos do farmaco em funcéo dessa descontinuagéo, fazendo-
se necessario o acompanhamento por um

Enderego: Alameda Ezequiel Dias. 321

Bairro: Santa Efigénia CEP: 30.130-110
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periodo adicional de tempo. Faz-se importante destacar que os resultados preliminares obtidos com tal

projeto de pesquisa ja foram apresentados como 4 resumos em eventos cientificos, tendo sido premiado em

um deles. Além disso, outro resumo ja foi aceito para apresentagé@o em evento cientifico que ocorrera em

julho de 2017.". Nao foram evidenciados obices éticos na emenda. Considera-se a emenda aprovada.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_INFORMAGCOES BASICAS 912895 02/05/2017 Aceito
do Projeto E4.pdf 19:43:51
Outros Termo_sigilo_Kenia.pdf 24/10/2016 |Pamela Souza Silva | Aceito
14:08:44

Declaragédo de Colaborador ext kenia.pdf 24/10/2016 [Pamela Souza Silva | Aceito

Pesquisadores 14:07:52

QOutros Lattes_Ana Paula Pinho Santos.pdf 03/11/2014 Aceito
22:59:21

Outros carta resposta_parecer 28 maio 27/06/2014 Aceito

2014 Pamela.pdf 13:22:11

Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado_27_06_CEP.pdf 27/06/2014 Aceito

Brochura 13:07:19

Investigador

Declaragéo de Hemominas.pdf 27/06/2014 Aceito

Instituicao e 12:45:48

Infraestrutura

Declaragdo de Declaracao_infra-estrutura.pdf 28/03/2014 Aceito

Instituicdo e 17:40:48

Infraestrutura

Outros TA HU.doc 19/03/2014 Aceito
13:30:07

Qutros TA_controle.doc 19/03/2014 Aceito
13:29:48

TCLE / Termos de | TCLE_para-os-responsaveis-de- 19/03/2014 Aceito

Assentimento / menor_HU.doc 13:29:11

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_para-os-responsaveis-de- 19/03/2014 Aceito

Assentimento / menor_controle.doc 13:29:03

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |TCLE aduto HU.doc 19/03/2014 Aceito

Enderego:
Bairro: Santa Efigénia
UF: MG

Telefone:

Municipio:
(31)3768-4587

Alameda Ezequiel Dias. 321

CEP: 30.130-110
BELO HORIZONTE

Fax: (31)3768-4600 E-mail:

cep@hemominas.mg.gov.br
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Continuagéo do Parecer: 2.087.995
Assentimento / TCLE_aduto_HU.doc 13:28:50 Aceito
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_aduto_controle.doc 19/03/2014 Aceito
Assentimento / 13:28:30
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folha de Rosto_assinada.pdf 19/03/2014 Aceito
13:27:37

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

BELO HORIZONTE, 29 de Maio de 2017

Assinado por:

Daniel Gongalves Chaves
(Coordenador)



