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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma doenca hematologica hereditaria caracterizada por uma
mutacdo pontual no gene da beta globina, gerando uma hemoglobina anormal denominada de
hemoglobina S (HbS), em homozigose (HbSS). O tratamento consiste no uso continuo da
hidroxiuréia (HU), que aumenta a concentracdo da hemoglobina Fetal (HbF). Relatos da
literatura apontam para um potencial efeito genotoxico da HU, podendo aumentar o risco da
instabilidade génica nesses pacientes. O gene APEX1 possui diferentes funcgdes, atuando no
reparo do dano de fita simples no DNA principalmente induzida pela oxidacéo e na regulacdo
do estresse oxidativo e de diversos fatores de transcri¢éo via redox. Neste contexto, o objetivo
do presente estudo foi avaliar a expressdo dos genes APEX1, POLpS; NFkf e RACI,
associando a dados laboratoriais, com o tratamento com a HU e com a gravidade da doenga
em pacientes com AF. Trata-se de um estudo transversal com 98 pacientes adultos com AF,
em uso de HU e sem HU, em acompanhamento ambulatorial no Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC) e um grupo controle composto por 28 individuos saudaveis (HbAA). Os
dados epidemioldgicos, hematoldgicos e bioquimicos foram obtidos da analise de prontuérios.
A expressao dos genes APEX1, POLS; RAC1 e NFkf foi realizada em sangue periférico, por
Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativo em tempo real (QPCR), utilizando sondas
TagMan®. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Statistical Package for the
Social Sciences_(SPSS) versdo 21, com nivel de significancia de 5% (p<0,05). A idade média
dos pacientes foi de 32 (18-32) anos, sendo 59 (60,2%) do sexo feminino e 39 (39,8%)
masculino. A HU induziu macrocitose, reducdo no namero de leucdcitos e neutrofilos e nos
parametros de hemolise. \erificou-se achados similares ao se estratificar os pacientes em
relacdo a HbF. Ao analisar a expressdo dos genes APEX1 POLB, RAC1 e NFKB quanto ao
uso ou ndo da HU observamos uma reducdo significativa da expressdo de APEX1 e RAC1 em
pacientes que ndo utilizavam a HU. Pacientes sem uso da HU apresentaram niveis mais
baixos da expressdo de RAC1 quando comparados a pacientes tratados com doses de
500mg/dia. Pacientes tratados com maiores doses de HU apresentaram niveis mais elevados
de expressdo do gene POLB. Pacientes com HbF < 15% apresentaram 0s maiores niveis de
expressdo do gene RAC1 e uma maior expressdo do gene NFKB em Hb >25%. Observou-se
que os genes POLB e RAC 1 (p<0,001, R= 0,1760) e NFKB e POLB (p<0,001 e R= 0,1730)
se correlacionaram positivamente e moderadamente em pacientes com AF. Observou-se uma
maior expressao dos genes APEX1 e POLB em pacientes com a forma mais graves da doenca,
0 gene RACL foi mais expresso na forma leve e um aumento da expressdo do gene NFKB, na
forma intermediaria da doenca. Os resultados apontam que os portadores de AF apresentam
anormalidade na expressédo de genes relacionados ao reparo de exciséo de base (BER) APEX1
e POLB, e genes relacionados ao estresse oxidativo e a inflamacdo como os genes RAC1 e
NFKB. Em relacdo ao uso de HU, o farmaco possivelmente pode estar colaborando para o
agravamento da instabilidade genémica na doenca. No entanto, estudos mais aprofundados
sobre a acdo dos referidos genes sdo necessarios para avaliar o seu papel na AF.

Palavras-chave: Anemia Falciforme. Hidroxiuréia. Reparo de exciséo de base.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a hereditary hematological disease characterized by a point
mutation in the beta globin gene, generating an abnormal hemoglobin called hemoglobin S
(HbS), homozygous (HbSS). Treatment consists of continuous use of hydroxyurea (HU),
which increases the concentration of Fetal hemoglobin (HbF). Literature reports point to a
potential genotoxic effect of UH, which may increase the risk of gene instability in these
patients. The APEX1 gene has different functions, acting to repair DNA single strand damage
mainly induced by oxidation and regulating oxidative stress and various redox transcription
factors. In this context, the aim of the present study was to evaluate the expression of APEX1,
POL B ; NFx B and RAC1, associated with laboratory data, treatment with UH and disease
severity in patients with AF. This is a cross-sectional study of 98 adult patients with PA, using
HU and without HU, in outpatient follow-up at Walter Cantidio University Hospital (HUWC)
and a control group of 28 healthy individuals (HbAA). Epidemiological, hematological and
biochemical data were obtained from the analysis of medical records. APEX1, POL B gene
expression; RACL and NF x B were performed in peripheral blood by quantitative real-time
polymerase chain reaction (QPCR) using TagMan® probes. Statistical analysis was performed
using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version 21 software, with a
significance level of 5% (p <0.05). The mean age of the patients was 32 (18-32) years, 59
(60.2%) females and 39 (39.8%) males. UH induced macrocytosis, reduction in leukocyte and
neutrophil count and hemolysis parameters. Similar findings were found when stratifying
patients in relation to HbF. By analyzing the expression of APEX1 POLB, RAC1 and NFKB
genes regarding the use or not of HU, we observed a significant reduction of APEX1 and
RACL1 expression in patients who did not use HU. Patients not using UH had lower levels of
RACL1 expression when compared to patients treated with doses of 500mg / day. Patients
treated with higher doses of HU had higher levels of POLB gene expression. Patients with
HbF <15% had the highest levels of RAC1 gene expression and higher NFKB gene
expression in Hb =25%. The POLB and RAC 1 (p <0.001, R = 0.1760) and NFKB and
POLB (p <0.001 and R = 0.1730) genes correlated positively and moderately in patients with
AF. A greater expression of APEX1 and POLB genes was observed in patients with the most
severe form of the disease, the RAC1 gene was more expressed in mild form and an increase
in NFKB gene expression in the intermediate form of the disease. The results show that AF
patients have abnormalities in the expression of genes related to base excision repair (BER)
APEX1 and POLB, and genes related to oxidative stress and inflammation such as RAC1 and
NFKB genes. Regarding the use of UH, the drug may possibly be contributing to the
worsening of genomic instability in the disease. However, further studies on the action of
these genes are needed to assess their role in PA.

Key words: Sickle cell anemia. Hydroxyurea. Base excision repair.
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1INTRODUCAO

1.1 Anemia Falciforme

A anemia falciforme (AF) é uma doengca com uma complexa sintomatologia
caracterizada por anemia e crises de dores agudas graves com hospitalizages frequentes,
infeccOes, processos inflamatdrios, limitando a expectativa de vida dos pacientes para 36 a 40
anos de idade (LOGGETTO et al., 1999; THEIN, 2017).

A AF é um da doenca monogénica causada por um unico ponto de mutacdo
gerada por uma mudanca de base, da adenina para a timina localizado na posi¢do gendmica
—69-70-71-bp (uma posicéo correspondente ao 6° codon) do gene da cadeia BA (localizacéo
citogenética: 11p15.4;  coordenadas genémica  (GRCh38): 11:5,225,465-5,227,070)
(RODWELL, 2000; L20140NERGAN; CLINE; ABBONDANZO, 2001). A doenca se
caracteriza por uma heranga autossémica recessiva, na qual os pacientes herdam uma cépia
mutada do gene da B-globina de cada genitor. Os pais geralmente carregam um gene da 3-
globina tipo selvagem e um gene mutante que resulta em uma hemoglobina falciforme
(ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY, 2000).

A diferenca estrutural entre hemoglobina normal adulta e hemoglobina falciforme
(HbS) ¢ a substitui¢ao do acido glutamico por valina na cadeia de aminoacidos da B-globina
(STUART; NAGEL; 2004). Resultante da alteracdo na mutacdo do DNA ¢ a producgdo de
uma hemoglobina an6mola, a HbS. As consequéncias dessa substituicdo do aminoacido sé se
tornam aparentes quando o oxigénio se dissocia da hemoglobina. Em estado de hipoxia, a
HbS desoxigenada altera a conformacdo de tal forma que a valina exposta adere a regido
hidrofébica de uma molécula de hemoglobina vizinha. Isso leva ao empilhamento da
hemoglobina em polimeros longos que deformam a membrana celular do eritrécito para uma
forma rigida em forma de “foice”. As hemacias distorcidos retomam uma forma normal nos
pulmdes quando o oxigénio mais uma vez se liga a hemoglobina. Ao longo do tempo, no
entanto, essas transi¢Ges levam a distorgdes irreversiveis da membrana eritrocitaria (FIGURA
1) (STUART; NAGEL, 2004; PIEL; STEINBERG; REES, 2017; KATO et al., 2018).


https://www.omim.org/geneMap/11/105?start=-3&limit=10&highlight=105
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&position=chr11:5225465-5227070&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
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Figura 1 — AlteracGes genéticas em Anemia Falciforme.

CAC CTG GAC TGA GGA CTC C1TC
EEE BN Ty T Normal
GUG GAC -:r_u.. m.u CCU GAG GAG . HbA -
HbA G!B@EE }'r ‘h
CAC CTG GAC TGA GGA CTC CTC . o
HEE BN [ B | NN N
HbA GUG GAC CUG ACU CCU GAG GG .
| | u Im Il

[Val)(His YLew)(Thr ) Pro Glu)(Glu)

@@ @)"" itido

CAC CTG GAC TGA GGR CAC CTC o~ —ira. ]
SN BN EE N EEE ENE < HBS . r-.
HRS UG GAC CUG ACU CCU GUG GAG W
| | u . Il s = g L !
EDECamnE=mmEs | SR VS
CAC CTG GAC TGA GGA CAC CTC | ; OX|genad
N EN " e
HBS l..IJI.. G.h.-: I.LIG n.I.LI l.-:u GI.IG l..AG '-.L\r,-“ Q
(Vo (i L T o )WADIGl) l O
- Il
. N ., | 1
Polimero - |
HbS. . |
; : |
Y %
! : ”‘\
i Il
' ‘ : {/‘:b
. WA
.
.

! at v IDeSOX'QEHada
B! BN q:ﬂ

Nota: A hemoglobina normal A (HbA) é formada por duas subunidades a-globina e dois subunidades de B-
globina, Alelo da HbS, BS, ¢ um alelo em que a uma substitui¢do adenina-timina resulta na substituicdo do &cido
glutdmico por valina na posi¢do 6 na cadeia f-globina. A Anemia falciforme ocorre quando ambos os alelos
hemoglobina subunidade f estdo mutados pelo S. Em baixas concentracdes de oxigénio, as hemacias HbSS
adquirem uma forma de “foice” sendo as principais responsaveis pela grande maioria das complicagdes clinicas
da doenca. Fonte: Adaptada de Kato et al., (2018).

1.2 Epidemiologia

O gene B° que é referente a uma mutacdo pontual, que da origem a HbS, €
amplamente distribuido em todo o mundo, sendo encontrado em torno do Mediterraneo na
Sicilia, partes do sul da Italia, na Grécia, Turquia, Aréabia Saudita, Ird, na india central e em
grande parte da Africa (SERJEANT, 1997).

Na Africa sub-saariana foi estimado uma incidéncia de nascimentos com Anemia
Falciforme (HbSS) de 230.000 casos em 2010, o que corresponde a 75% dos nascimentos
com HbSS no mundo (PIEL et al., 2017). A figura 2 demonstra a estimativa de recém-nascido
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com AF no mundo (KATO et al., 2018).

No Brasil a incidéncia de HbS oscila entre os estados, refletindo a
heterogeneidade étnica da populagdo. Em 2014, a ocorréncia foi de 1 em 650 recém-nascidos
no estado da Bahia, 1 em 1.300 no estado do Rio de Janeiro e 1 em 13.500 no estado de Santa
Catarina (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Figura 2 — Mapa dos numeros estimados de nascimentos com Anemia Falciforme.
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Nota: Numeros estimados de nascimentos com Anemia Falciforme por 100.000 nascimentos por pais em 2015.
Fonte: Adaptada de Kato et al., (2018).

1.3 Fisiopatologia

A HbS em homozigose polimeriza em baixar tensdes de oxigénio, a molécula de
HbS torna-se tensa e as globinas beta S ficam mais proximas, favorecendo o contato entre as
regides da desoxi-Hb, o que ndo é possivel no estado oxigenado, essa proximidade forma os
polimeros de HbS, com vérias moléculas agregadas, que se precipitam no citoplasma,
modificando assim a conformidade do eritrécito que deixa de ter a forma biconcava e
apresenta a forma de “’foice”, que € mais rigida e perde a flexibilidade ao passar pelos
pequenos capilares, aumentando assim a obstrucdo do vaso (vaso-oclusdo) e os eventos de
hemolise (STYPULKOWSKI; MANFREDINI, 2010; PIEL et al., 2017).

O processo de hemdlise na AF acarreta disfuncdo endotelial, vasculopatia, hiper-
coagulabilidade e ativa processos inflamatérios. O NO é produzido pelo endotélio e regula o
tonus vasodilatador basal, inibe a ativacdo plaquetaria e hemostatica, inibe a expressdo
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transcricional de moléculas de adesdo, como a VCAM-1, e dificulta a ligacdo entre as células,
normalizando a fun¢do vascular. As células em ‘’foice” sdo muito frageis e possuem uma
meia vida reduzida em 75%, quando a membrana eritrocitaria € rompida libera polimeros de
Hb, polimeros esses que podem prejudicar os niveis de oxido nitrico (NO). A eliminacéo de
NO favorece a adesédo intercelular e a vaso-oclusdo, além disso esse processo hemolitico
também contribui no aumento de arginase que reduz a arginina, assim diminuindo ainda mais
os niveis de NO. A liberacéo de reticulocitos que sdo muito ricos em moléculas de adeséo,
como VLA-4 (a4B1), CD36 e molécula de adesdo intercelular - 1 (ICAM - 4). Os niveis

diminuidos de NO favorecem na ativacdo plaquetaria, plaquetas ativadas expressam e liberam

E-selectina, ICAM-1, soluvel e P-selectina, este Gltimo leva a expresséo do fator tecidual (TF).

Moléculas como P - selectina e E - selectina beneficiam a adesdo de leucocitos e a adesdo
leucocitaria - endotélio, contribuindo ainda mais para 0s processos vaso oclusivos na doenca.
(KATO et al., 2009; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2018; WILLIAMS; THOMAS;
SWEE, 2018; PICCIN et al., 2019).

Figura 3 — Fisiopatologia da Anemia Falciforme.
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Nota: Fisiopatologia, estimulos inflamatorios e interagdes celulares na AF. A polimerizagdo da deoxi-HbS
eventualmente leva a formacdo de eritrécitos em forma de “foice”. As células falciformes desencadeiam a
oclusdo microvascular ao interagir com neutréfilos e plaquetas ativados e adesdo ao endotélio vascular, levando
a isquemia e hipdxia a restauragao do fluxo pode causar lesdo de reperfusdo. Os eritrocitos deformados tem uma
curta duracdo, liberando continuamente hemoglobina, e hemoglobina oxidada libera heme. A heme funciona
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como um padrdo molecular associado a danos que ativa as células endoteliais, macréfagos e neutrofilos e
promove a formagdo de NETs (NETosis) via ligagdo TLR4. Legenda: HbS, hemoglobina S; NET, armadilha
extracelular de neutrofilos; NO, 6xido nitrico; RBC, glébulos vermelhos; EROs, espécies reativas de oxigénio;
SCA, anemia falciforme; sRBC, glébulos vermelhos falciformes; VWEF, fator von Willebrand. Fonte: THOMAS
N. WILLIAMS, AND SWEE LAY THEIN, 2018.

As manifestacdes clinicas nesta doenca sdo heterogéneas, apresentam diferentes
niveis de complexidades, afetando diversos sistemas do corpo do paciente, podendo se
manifestar de forma aguda ou cronicas como descrito por Pecker e Little, 2017 e Kato et al.,
2018 (Figura 4).

Figura 4: Manifestac6es clinicas na Anemia Falciforme.
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Nota: Principais complicacGes clinicas da Anemia Falciforme. Complicagdes agudas trazem ao individuo uma
atencdo médica imediata; a dor é a complicagdo aguda mais comum. Os individuos com complicagdes cronicas
apresentam disfungdes orgénicas que podem contribuir para a morte prematura. ComplicacGes da gravidez
incluem pré-eclampsia, restricdo de crescimento intra-uterino, parto prematuro e mortalidade perinatal. Fonte:
Adaptada de Kato et al., 2018.

1.4 Estresse oxidativo e a AF

As espécies reativas de oxigénio (EROs) podem ter origem exdgenas, através da
luz ultravioleta (UV), UVA e UVB, radiacdo ionizante e agentes quimicos. Sua origem

também pode ser enddgena através do metabolismo celular ou através de processos
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patoldgicos como inflamacdes e aumento de estresse oxidativo. As EROs podem causar danos
no DNA, nos lipideos, nas proteinas e agucares, entretanto, os danos a nivel de DNA sdo mais
complexos, uma vez que, os danos nas outras macromoléculas podem ser degradados e
removidos caso danificados, o que nem sempre ocorre com a molécula de DNA. (BERRA;
MENCK, 2006).

A hemodlise crbnica, a ativacao de células endoteliais vasculares e a vaso-oclusao
sd0 as principais caracteristicas da doenca, outro fator que pode agravar ainda mais na AF € a
lesdo de reperfusdo de isquemia que é caracterizada pela interrupgdo intermitente do vaso,
seguida da restauracdo do fluxo sanguineo, este processo de reestabelecimento do fluxo
sanguineo esta relacionado com a producdo de espécies reativas (EROS), evento que contribui
para 0 aumento do estresse oxidativo na doengca (WOOD; GRANGER., 2007; ALAYASH,
2018).

1.5 Hidroxiuréia

A hidroxiuréia (HU) é o unico medicamento aprovado pelo Food and Drug
Administration para tratamento da AF. O principal beneficio da HU é a elevacdo da
concentracdo da hemoglobina fetal (HbF), com consequente reducdo da expressdo de
moléculas de adesdo e mediadores inflamatoérios, diminuindo assim os processos de vaso-
oclusdo (WILLIAMS; THEIN, 2018).

A HU inibi a enzima ribonucleoside difosfato redutase, enzima esta que converte
ribonucleotideos em desoxirribonucleotideos (ANTPs), esgotando o pool de dNTP intracelular,
a HU atua na fase S do ciclo celular parando a divisdo celular, atuando como um
mielosupressor, com acdo citoredutora, citotoxico e anti-neoplasico. (KOC et al., 2004;
HANFT et al., 2000; LIMA et al., 2003; WARE., 2010).

A HU esta relacionada ao aumento da HbF nos eritrdcitos, diminuicdo de
processos de falcizacdo, levando a melhora da clinica dos pacientes e a reducdo do nimero de
hospitalizacGes, entretanto apesar dos seus beneficios, 0 seu mecanismo de agdo ainda nao foi
totalmente elucidado. (FIGURA 5) (STUART; NAGEL, 2004; COKIC, 2007; WONG, 2014;
DA GUARDA, 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-activation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/reperfusion
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/blood-flow
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/species
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oxidative-stress
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Figura 5 - Mdltiplos mecanismos de acdo da hidroxiuréia na AF.
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Nota: Mdltiplos mecanismos de acgdo por hidroxiuréia para SCA. (1) Indugdo de hemoglobina fetal através de
guanilina solGvel ativagdo da ciclase e cinética eritroide alterada; (2) menor contagem de neutrofilos e
reticuldcitos da ribonucleotideo redutase inibicdo e citotoxicidade da medula; (3) diminuicdo da adesividade e
melhor reologia dos neutréfilos circulantes e reticulécitos; (4) hemolise reduzida através da melhoria da
hidratacéo dos eritrocitos, macrocitose e reducéo da falcizacdo intracelular;e (5) liberagcdo de dxido nitrico (NO)

com potencial vasodilata¢do local e melhora da resposta vascular. Fonte: Imagem de McGann & Ware (2015).

Embora apresente muitos beneficios para o paciente com AF, a HU também
demonstra algumas desvantagens. Sakano et al. (2001) sugerem que este quimioterapico
induz a oxidacdo de base do DNA, conferindo, desse modo, um potencial aumento da
instabilidade genémica e assim provocando um risco aumentado de desenvolver neoplasias.

Estudo relata uma associagé@o do uso prolongado da HU ao aumento do dano do
DNA em pacientes com AF podendo levar a um risco aumentado para a malignidades
hematoldgica nesses pacientes, principalmente para o surgimento de leucemias (BRUNSON
etal., 2017).

A literatura tem demonstrado que, pacientes com AF tratados com HU apresentam
maiores niveis de dano no DNA quando comparado com individuos saudaveis. Esse dano no
DNA mostrou ser maior em pacientes que utilizavam doses elevadas e que tinham um maior
tempo de utilizacdo deste medicamento, indicando, desse modo, que a HU apresenta um
potencial genotéxico (ROCHA et al., 2012).

Estudo publicado por nosso grupo de pesquisa tem demonstrando 0s possiveis
efeitos deletérios da HU. Pedrosa et al., (2014), ao avaliar o indice de danos (ID) em
neutrofilos isolados de pacientes com AF tratados ou ndo com HU, evidenciaram que o grupo
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tratado com HU apresentou valores ID significativamente maiores quando comparado ao
grupo controle e ao grupo de pacientes AF ndo tratados, demonstrando que o HU aumenta os

riscos de dano ao DNA.

1.6 Mecanismos de reparo de dano ao DNA

As quebras de fitas duplas (“Double Strand Breaks” — DBS) sdo danos que
rompem a dupla fita de DNA, tais danos séo reparados por dois tipos de mecanismos de
reparos diferentes. O primeiro deles conhecido como reparo por recombinacdo homologa (HR)
obtém informacdes de cromossomos homdlogos para reparar o DNA duplamente quebrado, o
segundo mecanismo é o reparo por jungdes de extremidades ndo homologas (NHEJ) no qual o
reparo é realizado pela unido aleatoria de qualquer extremidade do DNA (KHANNA;
JACKSON, 2001).

Além dos reparos de danos de fita duplas, existem outros mecanismos de reparo
que irdo corrigir as quebras nas fitas simples no DNA (DSS) gerados pela exposicao a agentes
cancerigenos, tais como a luz ultravioleta, EROs e estresse oxidativo. Existem trés tipos de
reparos que requerem funcbes diferentes e irdo corrigir as alteracdes ocasionadas aos
nucleotideos: reparo por excisdo de nucleotideos (NER), que consiste na retirada dos
nucleotideos danificados em blocos e adiciona novos nucleotideo que serdo alocados no ponto
onde ocorreram o dano ao DNA (MARTEIJN et al., 2014). Reparo por excisdo de bases
(BER), que remove a base defeituosa por um processo de clivagem da ligacdo da base
nitrogenada (desoxirribose), seguida pelo preenchimento da base correta por acdo da DNA
polimerase (KROKAN; BJORAS, 2013). E por fim, o reparo de incompatibilidade de DNA
(MMRY); que € responsavel pela correcdo de erros realizados na replicagdo do DNA e na
recombinacdo de genes que resultam em um mau pareamento dos nucleotideos. E uma via
bioldgica altamente conservada que desempenha um papel fundamental na manutencao da
estabilidade gendmica, reparando erros de correspondéncia de base-base e de insercdo /
delecdo gerados durante a replicacdo e recombinacdo do DNA (GOU-MIN L1, 2008).

1.7 APEX1 e sua funcao na via do Reparo de excisdo de base (BER)

As EROs sdo geradas pela célula no seu processo metabolico normal, porém a
producdo desses EROs ndo deve exceder a capacidade antioxidante celular, pois pode
ocasionar o aumento do estresse oxidativo podendo comprometer a integridade do material

genético, causando danos oxidativos, levando a um aumento do potencial de mutagdes
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gendmicas. O reparo por excisdo de base (BER) é encarregado de realizar o reparo das
lesbes de DNA geradas pela oxidacdo e perda de base espontanea (WHITAKER et al.,
2017).
O BER € o mecanismo mais utilizado para corrigir danos de fita simples do

DNA ocasionados principalmente por EROs gerados pelo processo de estresse oxidativo. A
via do BER, é um mecanismo de reparo coordenado por um grupo de enzimas. Uma
glicosilase de DNA é capaz de realizar a excisdo de uma base modificada especifica
resultando em um sitio abasico. A enzima apurinico/apirimidinico endonuclease (APEL)
reconhece este sitio e cliva a ligacao 5'-fosfodiéster, gerando as extremidades 3'OH e 5'dRP. A
DNA polimerase B (polp) reconhece as extremidades modificas pela APE1 e inicia a corregio
da falha com a insercdo de nucleotideos no local abasico. Finalmente, sdo recrutados para
relizar a ligacdo dos nucleotideos as enzimas DNA ligases | e Il e XRCC1 (FIGURA 6)
(HEGDE et al., 2008; TELL et al., 2009; NICKSON.; PARSON, 2014; DI MASI, 2017).

Um dos genes envolvidos no reparo de fita simples é o gene APEX1, que codifica
a proteina APE1. O APEX1 possui funcdes distintas atuando no reparo de danos de fita
simples do DNA e na via redox. Sua funcdo redox esta associada a regulacdo de fatores de
transcricao, podendo ter acdo direta na transcricdo de muitos genes, tais como o NF-k, ERG1,
Tp53, HIF-1a. Por esta via redox, este gene pode atuar inibindo a GTPase RAC1, diminuindo
a producdo de espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo (DEMPLE et al., 1994;
MICHITAKA et al., 2002; BHAKAT et al. 2009; LI et al., 2014).

1.8 APEX1 e sua atividade pela via Redox

O APEX1 é um gene que codifica a proteina APE1/Ref-1, a qual possui funcédo
dupla, estando envolvida tanto nas vias de reparo BER de lesdes de DNA, como também na
funcdo redox. A estrutura molecular da proteina APE1 determina sua funcdo. A extremidade
C-terminal esta associada a funcdo AP-endonuclease com acdo no reparo do DNA e a
extremidade N-terminal (Cys65) da proteina esté associada a sua fungdo redox. Essas distintas
funcbes da APE1 sdo completamente independentes. Na via redox, que regula os fatores de
transcrigdo (FTs), tais como: Egr-1, NF-kB, p53, AP-1, HIF-1a, STAT3. O aumento da
expressdo desta funcdo redox da APEL esté relacionada a um aumento de crescimento celular,
aumento da migracdo e da resisténcia a quimioterapicos, e assim, pode conferir um pior

prognostico do paciente com cancer (SHAH et al., 2017).


https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.01-0664fje?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed
https://www.nature.com/articles/s41698-017-0023-0#auth-1
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Figura 6 — Esquema de reparo da via curta de BER
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Nota: O reparo por excisdo de base (BER) é iniciada por uma DNA Glicosilase especifica (OGG1) que
reconhece e excita a base danificada para criar um sitio abasico, que é entdo incisado por APE1 que reconhece
esses sitios abasicos e cria um DNA SSB flanqueado por extremidade 3'-hidroxil e 5'-dRP. Pol B cliva a porgao
5'-dRP e simultaneamente adiciona um Unico nucleotideo correto na lacuna. Finalmente as extremidades do

DNA SSB séo seladas pelo complexo XRCC1-lig Illa que completam a corregdo da via BER. Fonte: Di Masi,
(2017).

A via redox da APE1/Ref-1 regula a atividade de ligacdo desses FTs ao DNA.
Para que a via redox seja efetivamente ativa acontece um processo de oxido reducdo, e
juntamente com a Tioredoxina que € reduzida para Tiorredoxina redutase, auxilia assim na
reducéo e ativacdo de fatores de transcrigdo, agindo principalmente no nucleo das celulas
endoteliais humanas, fazendo com que esses FT se liguem a regides génicas especificas
(FIGURA- 7) (TELL et al., 2009; LUKOSZ et al., 2010; THAKUR et al., 2014).


https://www.nature.com/articles/emm201442#auth-1
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Figura 7 — Modelos moleculares da funcédo redox de APE1-REF1 como coativador de varios

fatores de transcricéo.
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Nota: Modelo molecular da funcéo redox de APE1 como coativador de vérios fatores de transcri¢do, converte
fatores de transcricdo (FT), de um estado oxidado inativo para um reduzido ativo, podendo assim se ligar a
regibes regulatorias de genes alvos. A tiorredoxina (TRX) é responsavel para completar o ciclo redox pelo qual a
forma reduzida de APEL é restaurada. Fonte: figura adaptada de Lukosz, et al, 2010.

Hye-mi Lee et al.,(2009) relataram que APE1l foi essencial para a ativacdo
transcricional do fator induzido por hipdxia 1 (HIF-1a) e o fator nuclear kappa B (NF-xB),
ambos cruciais na inducdo inflamatdria em testes realizados em queratindcitos psoriaticos,
agindo, assim, como um modulador da resposta inflamatoria.

Ozaki et al., (2002) ao avaliarem a expressao de APE1 no figado de camundongo
in vivo e isolado de hepatdcitos relataram que a APEL pela sua via redox Ref-1 foi capaz de
inibir a atividade GTPase Racl e diminuir o estresse oxidativo induzido pela re-oxigenagéo /
re-perfusdo, suprimindo a atividade da NF«p e lesdo tecidual oxidativa, atuando, assim, como
uma protecdo contra a lesdo oxidativa.

Células mais expostas a EROs mostraram um aumento significativo na resisténcia
a citotoxicidade, demonstrando que uma “resposta adaptativa” parece resultar do reparo
aprimorado de lesdes de DNA citotoxico devido a uma atividade aumentada de APE-1
(RAMANA et al., 1998).

O complexo NADPH oxidase consiste de um componente de membrana que
compreende duas subunidades, gp91lphox e p22phox, e varios componentes citosolicos
incluindo p40phox, p47phox, p67phox e a pequena GTPase Rac (Racl ou Rac2). Evidéncias
relatam que a NADPH oxidase tem como principal atividade a geracdo de EROs. Relatos

também indicam que véarias moléculas podem interagir com esse complexo NADPH oxidase e


https://www.fasebj.org/doi/abs/10.1096/fj.01-0664fje?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed
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0 APEX1 tem sua participacao na inibicdo da NADPH oxidase e reducdo de EROs (Gerco et
al., 2016).

George et al. (2013) demonstraram que a producdo de EROs em células
falciformes é mediada enzimaticamente pela NADPH oxidase que é regulada pela RAC1 no
interior do eritrécito falciforme. O grupo conclui que o processo fisiopatoldgico da AF, como
a hemdlise, a vaso-oclusdo e o processo inflamatorio cronico ocasionados pelos danos
teciduais podem originar um ciclo de geracéo de EROs.

A AF apresenta um processo inflamatorio crénico associado a um aumento na
geracdo de EROs, hemdlise, ativacdo endotelial, e possiveis danos oxidativos no DNA
(ALAYASH, 2018). Destaca-se que estudos do nosso grupo demonstram um aumento no
indice de dano (ID pela técnica do cometa) e instabilidade gendmica, pelo micronucleo em
pacientes com AF em uso crénico com HU (MAIA FILHO et al., 2018). Porém um outro
estudo do mesmo grupo avaliou a instabilidade genémica por citogenética em pacientes com
AF com elevado ID no DNA e ndo detectou alteracBes cromossémicas (ROCHA et al., 2012).

Diante deste contexto, o presente estudo propés-se a investigar a influéncia da
expressao do gene APEX1 que possui fungdes distintas tanto no reparo de dano de fita simples
do DNA, como funcdo redox (regulacdo transcricional) e sua influéncia na regulacdo da
expressdo dos genes PolB, NFkfs e RAC1 em pacientes com AF, bem como avaliar se a terapia
com a HU influencia na expressdo dos genes acima e suas possiveis modula¢fes nas

manifestagdes clinicas da doenga.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo dos genes APEX1, Polf, NFxf; e RAC1 em pacientes com AF.

2.2 Objetivos especificos

o Determinar o perfil da populacdo em estudo quanto a idade, sexo, origem, peso,
altura, IMC, Pressdo sistélica e diastélica. Tempo de diagnostico, parametros hematoldgicos
(hemécia, hemoglobina, hematdcrito, VCM, HCM, CHCM, HbS, HbF, HbA2, reticuldcitos) e
bioquimicos (ureia, creatinina, LDH, Acido Urico, BT, BD, BI, TGO, TGP, GGT, FAL, Ferro,
Ferritina).

o Analisar os parametros hematoldgicos e bioquimicos em pacientes AF em relacao
a0 uso ou ndo de HU.

o Avaliar os parametros hematoldgicos e bioguimicos dos pacientes com AF de
acordo com os niveis de HbF.

o Analisar a expressdo dos genes APEX1, POLB, NFKp e RAC1 em pacientes com
Anemia Falciforme (HbSS) e em individuos saudaveis do grupo controle (HbAA) quanto ao

uso ou ndo de HU e a dose do farmaco utilizada (15-25 mg/kg/dia).

o Associar a expressdo dos genes APEX1,; POLfS; RACI e NFKf em pacientes com
AF, com os niveis de HbF.

o Avaliar a correlagéo entre os genes APEX1,; POLpS; RACI e NFKf na AF.

o Associar a expressdo dos genes APEX1, POLpS; RACI e NFKp com diferentes

niveis de gravidade da doenca.
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3. CASUISTICAE METODOS

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara, sob o nimero de parecer; 3.089.093, e todos os participantes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), ap6s concordarem em
participar do estudo.

3.2 Local do Estudo

A coleta das amostras de sangue periférico dos pacientes portadores de AF (HbSS)
foi realizada no ambulatério de hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC) e Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE). A coleta das
amostras dos individuos saudaveis para compor o grupo controle (HbAA) foi realizada no
HEMOCE. O periodo das coletas foi de julho de 2018 até 0 més de novembro de 2018.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa em
Hemoglobinopatias e Genética das Doencas Hematoldgicas (LPHGDH), do Curso de
Farmacia da Universidade Federal do Ceara em parceria com o Laboratério de Analises
Clinicas e Toxicologicas (LACT), onde foram realizados todos os testes moleculares.

3.3 Casuistica

Trata-se de um estudo transversal analitico, no qual foram selecionados
aleatoriamente pacientes portadores de AF no Ambulatério do HUWC. Participaram do
estudo 98 pacientes com diagndstico de AF acompanhados no Hospital Universitario Walter
Cantidio. Essa amostragem corresponde a aproximadamente 83% dos pacientes com cadastro
ativo na referida instituicéo.

Os pacientes com AF (n=98) foram estratificados quanto ao tratamento com HU:
grupo HbSS (pacientes ndo tratados com HU, n= 30), pacientes com mais de doze meses sem
utilizar o HU e grupo HbSSHU (pacientes tratados com HU nas doses de 15 a 25 mg/kg/dia,
n=68).

Um grupo controle (HbAA) (n=28) foi formado por individuos doadores

voluntarios de sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE), de
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ambos 0S Sexos.

3.4 Selecdo da amostra

Critérios de incluséo
° Grupo AF: Pacientes adultos com diagndstico de anemia falciforme confirmado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (High performance liquid chromatography -
HPLC) em uso ou ndo de HU que aceitaram e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE);
° Grupo controle; individuos doadores voluntarios de sangue do Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE), de ambos 0s sexos que aceitaram

participar e assinaram o termo do TCLE.

Critérios de exclusado

° Pacientes com outras hemoglobinopatias ap6s a analise do prontuario;
° Pacientes que realizaram transfusGes ha menos de 90 dias no dia da coleta;
° Pacientes em periodo gestacional.

3.5 Coleta das amostras e dados

Todas as amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos Vacutainer®
contendo EDTA para a obtencdo do pool de células para a extracdo do material genético e
expressdo dos genes APEXI; POLB; RACI e NFxf em pacientes portadores de Anemia
Falciforme e do grupo controle. Posteriormente, foi realizada a avaliagcdo dos prontuarios para
tracar as caracteristicas epidemioldgicos, hematoldgicos e bioquimicos foram obtidas em

prontuérios de pacientes com AF no mesmo periodo da coleta de sangue periférico.

3.6 Classificacdo da gravidade da AF

NoOs usamos a ferramenta "Calculadora da Gravidade da Doenca Falciforme™,
disponivel em http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects, para o calculo dos escores de
gravidade e classificacdo dos pacientes em categorias por fenotipo (leve, intermediaria, grave).
Esta ferramenta foi desenvolvida por meio de modelagem de rede Bayesiana usando 25

variaveis clinicas e laboratoriais para estimar a gravidade da doenca falciforme em um estudo
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que acompanhou 3.380 pacientes. O modelo de rede calcula o risco de morte dentro de cinco
anos e considera este risco como um escore de gravidade da doenca, que varia de 0 (menos
grave) a 1 (mais grave). O valor preditivo é feito com base em um perfil clinico e laboratorial
do modelo foi validado em dois conjuntos independentes de pacientes e mostrou alta
especificidade e sensibilidade (SEBASTIANI et al., 2007). Os escores de gravidade
calculados para este estudo incluiu as variaveis exigidas pela calculadora: idade, sindrome
toracica aguda (STA), niveis de bilirrubina total, transfusdo de sangue, niveis de lactato
desidrogenase (LDH), volume corpuscular médio (VCM), crises de dor, priapismo,
reticuldcitos absoluto, género, acidente vascular encefalico (AVE), leucécitos totais, gendtipo

da doenca falciforme e necrose avascular 0ssea.

3.7 Estratificacdo dos pacientes em relacdo a dosagem de HbF

NoOs estratificamos os pacientes com AF de acordo com os niveis de HbF que foi
categorizado em 3 grupos < 15%, 15-25% e > 25%, a concentra¢do de HbF foi estimada a
partir da HPLC, esta informacdo foi retirada previamente dos prontuarios dos pacientes,

utilizamos o mesmo modelo de categorizacdo de HbF empregado por Jit et al., 2019.

3.8 Expressdo do gene APEXL1; POLp; RACIle NFkff em pacientes com AF e grupo
controle.

3.8.1 Processo de lise dos leucécitos

Foi realizada a centrifugacdo das amostras em tubos de EDTA a 4000rpm durante
10 minutos para resgatar o pellet leucocitario e transferi-lo para um tubo do tipo Falcon de 50
mL o qual foi lavado com solucédo de lise (25mL de solucdo de cloreto de aménio 0,144M e
bicarbonato de aménio 0,01 M), homogeneizado lentamente, deixado em banho de gelo por
15 minutos e centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos a 4° C. Em seguida foi despreza a fase
aquosa e acrescenta 250uL de PBS e 750uL de Trizol LS Reagent® (Invitrogen, EUA),
posteriormente o material foi homogeneizando com pipeta até total dissolucdo. Apos este
procedimento, essa amostra lisada foi devidamente armazenada no freezer a —80°C para

posterior extracdo do RNA total.
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3.8.2 Extracdo de RNA total

A) Fase de separacdo do RNA:

O RNA extraido de leucdcitos do sangue periférico dos pacientes com AF e dos
indeviduos do grupo controle a partir da utilizacdo do Trizol LS Reagente®, foi realizada de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Para cada amostra coletada e armazenada
em 1mL de Trizol Reagente® foi adicionado 200uL de Cloroférmio para desproteinizacao e
10pL de glicogénio, as amostras foram vortexadas e, em seguida, centrifugadas a 14.000rpm

por 15 minutos a 4° C e retirada do sobrenadante de cada amostra evitando a interfase.

B) Fase de precipitacdo do RNA:

O material restante foi transferindo para novos tubos, seguidos de precipitacdo
com 400uL de isopropanol, homogeneizou-se e incubou-se por 60 minutos ou overnight a -
20°C.

C) Fase de lavagens:
Passado o periodo da precipitacdo realizou-se outra centrifugacdo a 14.000rpm
por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado por inversdo cuidadosamente. O pellet

formado foi ressuspenso em etanol 70% (v/v) e novamente centrifugado por 10 minutos.

D) Dissolugdo do RNA
Desprezou-se hovamente o0 sobrenadante por inversao e preservando o precipitado
deixou-se secar o tubo (invertido) durante 10 a 15 minutos, ap6s totalmente seco, o pellet

foi diluido com 17 pL de 4gua livre de RNAse.

3.8.3 Avaliacdo da concentracdo e grau de pureza das amostras de RNA por

espectrometria

Realizamos leituras no espectrofotdmetro NanoDrop ND-100 para determinar a
concentracédo e a qualidade do RNA total. Para determinar a pureza das amostras utilizamos
razéo de ondas de 260 e 280 nm, onde consideramos as amostras com a melhor qualidade de

acidos nucleicos aquelas que apresentaram um padréo de razdo A260/A280 entre 1.8 e 2.0.
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3.8.4 Sintese de cDNA

Para a obtencdo do DNA complementar (cDNA), foi utilizada 2000ng de cada
amostra, para realizar a sintese do cDNA utilizamos o Kit para Transcricdo Reversa da
Applied Biosystems® (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied
Biosystems®), de acordo com as recomendacdes do fabricante. O cDNA foi diluido cinco

vezes para a ser utilizado nas reacdes de gPCR e armazenado a -20°C.

3.9 gPCR (PCR quantitativa em tempo real)

Para as realizacdes das reagdes foi utilizado o aparelho 7500 Fast Real-Time PCR
System® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) onde quantificamos a expressao
genica dos 6 genes (APEX1; POLB; RACIe NFxp) e do gene endogeno (GPDH) de acordo com
a tabelal, em placas transparentes de 96 pocos (MicroAmp 96-well Plates, Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA). As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas
em duplicata utilizando sondas TagMan assay® com marcacdo FAM-MGB pela Applied
Biosystems. O volume final de cada reagdo foi de 10ul, sendo 7ul de TagMan Universal,
0,5ul de primer (TagMan Assay) e 2,5ul de cDNA. As condi¢cdes de termociclagem
compreenderam uma incubacgéo a 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos (para ativacdo da
DNA polimerase), seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos (desnaturacéo) e 60°C por

1 minuto (anelamento e extensdo simultaneos).

Tabela 1 — Sondas utilizadas na avalia¢do da expressdo (MRNA) por g°PCR

GENES ESTUDADOS CODIGOS DE REFERENCIA
(applied Biosystems)

Gene Normalizador

GAPDH (Gliceraldeido fosfati Hs02786624ql
desideogenase)

Genes de Estudo

HS00172396_mi
APEX1 (Apurinergica / Apirimidinica
1Enduroxirribonuclease)

Hs01099715 m1
POLS (Polymerase beta)

Hs00968440_m1
NF-KB (RELA) (factor nuclear kappa B)

RAC1 (Familia Rac Pequeno GTPase 1) Hs00251654 ml

Nota: Sondas estudadas na pesquisa da avaliacdo da expressdo genica. Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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3.10 Analise Estatistica

As expressdes de mRNA dos genes APEX1, PolB, RAC1 e NFxf foram
expressas como meédia e amplitude (maxima e minima), a fim de determinar a possivel
associacao entre expressdes génicas relativas e as varidveis. Cada amostra foi realizada em
duplicata e a expressdao as razGes foram calculadas usando o método 2-ACq. A
normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Outliers foram removidos. O teste t
de Student ou a analise unidirecional da variancia com o teste post hoc de Tukey / Games-
Howell foram usados para analisar as associacfes entre a expressdo génica e as variaveis.
A homogeneidade das variancias para todas as variaveis foi testada pelo teste de Levene.
Para todas as andlises, considerou-se p <0,05 para significancia estatistica. A anélise
estatistica foi desenvolvida usando o software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) v.21.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados demograficos e laboratoriais

A populacdo estudada foi constituida de 98 pacientes com AF, com idade
variando de 18 a 68 anos, com média de 32 anos, sendo 68 em uso de HU (HbSSHU) e 30
sem 0 HU (HbSS). Em relagéo ao sexo foram 59 (60,2%) do sexo feminino e 39 (39,8%) do
sexo masculino. Quanto a origem 43 (45,2%) pacientes eram de Fortaleza e 55 (54,8%) do
interior do estado, com média de peso de 56,26 kg (34,41- 87,80 kg), altura média de 1,59
(1,29-1,86), com IMC médio de 21,90 (16,71 — 33,7), pressdo sistolica média de 110,76
mmHg (80 — 180) e pressdo diastolica, média 67,89 mmHg (38 — 100). O tempo de
diagndstico dos pacientes foi de 24 (2-49) anos. As caracteristicas demograficas e
hematoldgicos dos pacientes com AF estdo apresentados na Tabela 2.

O grupo HbAA foi constituido por 28 doadores voluntarios de sangue, sem

hemoglobinopatias.

Tabela 2 - Caracterizacdo epidemioldgica dos pacientes com Anemia Falciforme (n=98)

Parémetros demogréficos e Numero absoluto (%) ou
laboratoriais média (Minimo — Maximo)
Variavel Valores
Origem, N (%) Fortaleza 43 (45,2%)
Interior do estado 55 (54,8%)
Idade, média (anos) 32 (18-68)
Sexo N (%) Feminino 59 (60,2%)
Masculino 39 (39,8%)
Peso, média (kg) 56,26 (34,41 -87,80)
Altura, média (metros) 1,59 (1,29 - 1,86)
IMC, média 21,90 (16,71 - 33,7)
Pressao sistolica mmHg, média 110,76 (80 — 180)
Pressdo diastolica mmHg, média 67,89 (38 — 100)
Tempo do diagnostico (anos), média 24 (2-49)

Nota: Os valores acima apresentados foram como NUmero absoluto (%) ou média (Minimo — Maximo).

A Tabela 3 descreve os padrdes laboratoriais (hematolégico e bioquimico)
apresentados pelo grupo de pacientes com anemia falciforme.
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Tabela 3 — Caracteristicas dos dados laboratoriais dos pacientes com Anemia Falciforme. (n = 98)

Parametros laboratoriais Média (Minimo — Maximo)

Hemacias (x108/mm3) 2,51(1,30-4,80)

Hemaoglobina (g/dL)
Hematocrito (%)
VCM (fL)

HCM (pg)

CHCM (g/dL)
Leucdcitos (/mm3)
Neutrofilos (/mm3)
Plaguetas (/mm3)
Reticuldcitos(/mm3)
HbA2 (%)

HbF (%)

HbS (%)

Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
LDH (UI/L)

Acido drico (mg/dL)
BT (mg/dL)

BD (mg/dL)

Bl (mg/dL)

TGO (U/L)

TGP (U/L)

FAL (mg/dL)

GGT (U/L)

Ferro Sérico (mg/dL)
Ferritina (ng/dL)

9,37 (5,80-14,90)

27,11 (16,70-43,60)
108,75 (11,70-155,78)
38,54 (20,88-88,00)

35,14 (30,47-88,00)
9834,02 (4449,00-19760,00)
5059,87 (1279,00-14442,00)
358589,13 (134600,00-659600,00)
223356,82 (47980,00-479400,00)
2,80 (2,30-3,50)

13,24 (1,80- 34,60)

79,61 (22,40-93,30)

19,77 (8,00-119,00)

0,66 (0,30-5,00)

878,64 (375,00-1863,00)

4,79 (2,40-10,20)

3,03 (0,68-13,57)

0,49 (0,06-3,18)

2,54 (0,55-12,80)
43,09 (17,00-114,00)
31,77 (10,00-251,00)
231,09 (60,00-505,00)
61,04 (13,00-344,00)
117,54 (24,00-266,00)

467,38 (19,90-2768,00)

Nota: Os valores acima apresentados foram como média (Minimo — Maximo) Legenda: Hidroxiuréia (HU);
Volume Corpuscular Médio (VCM); Hemoglobina Corpuscular Média (HCM); Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular
Média (CHCM), lactato desidrogenase (LDH), Bilirrubina Total (BT), Bilirrubina Direta (BD), Bilirrubina Indireta (BI)
Transaminase glutdmico-oxalacética (TGO), Transaminase Glutdmico Pirdvica (TGP), Gama Glutamil Transferase (GGT),
Fosfatase alcalina (FAL). Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

A Tabela 4 esta descrevendo os parametros hematoldgicos e bioquimicos dos
pacientes com AF, em relagdo ao uso da HU. Foi observado um aumento significativo entre as

variaveis VCM, HCM e dosagem de ferro sérico e uma redugéo significante nas contagens de
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leucdcitos, neutréfilos, HbS, LDH, BT e BD no grupo em uso continuo de HU em relacéo ao
grupo sem uso do farmaco. Nos demais parametros ndo houve diferenca entre os grupos
estratificados em relagéo ao uso do HU.

A figura 8 demonstra a diferenca entre o nimero de leucdécitos e neutrdfilos entre
pacientes com e sem o0 uso do HU, demonstrando uma acgdo citorredutora significante nos
pacientes em uso da HU quando comparado ao grupo de pacientes que ndo fazem uso do
farmaco.

A figura 9 demonstra as diferencas entre as concentragdes de HbF e HbS entre
pacientes com e sem o0 uso do HU, demonstrando uma reducdo na concentracdo de HbS
significante nos pacientes em uso da HU quando comparado ao grupo de pacientes que nédo
fazem uso do farmaco, entretanto ndo foi observada diferencas estatisticas nas concentragdes
de HbF entre o grupo estudado.

A tabela 5 descreve os parametros laboratoriais (hematologicos e bioquimicos)
dos pacientes com AF, em relacdo ao percentual da concentracdo da HbF (<15%, 15-25% e
>25%) (JIT et al., 2019). Observou-se um aumento significativo entre as variaveis do grupo
com maiores niveis de HbF quanto ao VCM e HCM, este mesmo grupo apresentou uma
reducao dos leucdocitos e neutrofilos em comparagdo aos outros grupos com niveis menores de
HbF. Nos parametros bioquimicos foi observado reducdo de LDH, BT e BTI nos pacientes
que apresentam maiores niveis de HbF em comparacdo ao grupo com niveis HbF < 15%. Nos

demais parametros ndo houve diferenca entre 0s grupos.
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Tabela 4 — Caracteristicas hematoldgico e bioquimico dos pacientes com Anemia Falciforme

tratados ou ndo com HU.

Parametros

Média (%) ou minimo — M&ximo)

demograficos e Valor de p
laboratoriais HbSS (n=30) HbSSHU(n=68)
Hemaécias (10%/mm3) 2,61 (1,40 - 3,80) 2,45 (1,30-4,80) 0,102
Hemaoglobina (g/dL) 8,96 (5,8 -12) 9,49 (5,80-14,90) 0,119
Hematdcrito (%) 26,03(16,9 — 36) 27,44 (16,70-43,60) 0,118
VCM (fL) 100,92 (68,53 — 123,57) 112,40 (11,70-155,78) <0,001
HCM (pg) 34,81 (20,88 — 42,31) 39,35 (28,00-48,42) <0,001
CHCM (g/dL) 34,45 (30,47 — 37,40) 34,61 (31,08-39,20) 0,920
Leucocitos (/mm3) 11218 (5823 — 17040) 9261 (4449-19760) 0,012
Neutrofilos (/mm3) 5843 (2079 - 9554) 4742 (1279-14442) 0,017
Plaguetas (/mm?) 3888221%83;500 - 347486 (145100-659600) 0,132
Hemoglobina A2 (%) 3,32(2,80-3,50) 3,18 (2,30-3,20) 0,617
Hemoglobina F (%) 12,38(1,80-29,00) 13,65 (2,70-34,60) 0,390
Hemoglobina S (%) 82,39(67,40-92,00) 78,36 (22,40-93,30) 0,023
Ureia (mg/dL) 18,35 (10- 55) 20,34 (8,00-119,00) 0,393
Creatinina (mg/dL) 0,57 (0.30 — 1.4) 0,69 (0,30-5,00) 0,495
LDH (UI/L) 1005,65 (509 — 1863) 827,05 (375,00-1668,00) 0,014
Acido Urico (mg/dL) 5,25 (2.70 — 9.8) 4,67 (2,40-10,20) 0,174
BT (mg/dL) 4,05 (1.18 — 13.57) 2,63 (0,68-7,95) 0,054
BD (mg/dL) 0,61 (0,21 — 3.18) 0,44 (0,06-2,61) 0,007
BI (mg/dL) 3,44 (0,84 - 12,8) 2,18 (0,55-7,03) 0,070
TGO (U/L) 45,35 (18 — 88) 42,18 (17-114) 0,229
TGP (U/L) 37,27 (11 - 251) 29,57 (10,00-88,00) 0,843
FAL (mg/dL) 243,52 (60- 505) 226,16 (63,00-503,00) 0,397
GGT (U/L) 65,46 (19 — 299) 59,30 (13,00-344,00) 0,310
Ferro sérico (mg/dL) 99,67 (24- 174) 124,35 (43,00-266,00) 0,040
Ferritina (ng/dL) 450,49 (27,9 2768) 473,46 (19,90-2261,00) 0,207

Legenda: Hidroxiuréia (HU); Volume Corpuscular Médio (VCM); Hemoglobina Corpuscular Média (HCM); Concentracdo
da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), lactato desidrogenase (LDH), Bilirrubina Total (BT), Bilirrubina Direta (BD),
Bilirrubina Indireta (BI), Transaminase glutdmico-oxalacética (TGO), Transaminase Glutdmico PirGvica (TGP), Gama
Glutamil Transferase (GGT), Fosfatase alcalina (FAL). Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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Figura 8 - Analise do nimero de leucdcitos e neutrofilos entre pacientes com uso e sem

uso de Hu.
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Nota: Representacdo grafica dos nimeros de leucécitos e neutrofilos entre pacientes com e sem uso da HU.
Valores de p foram considerados significantes quando p<0,05, foi observada uma reducdo de leucécitos e
neutréfilos no grupo HbSSHU em comparagio com o grupo HbSS. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Figura 9 - Analise da concentracdo da HbF e HbS entre pacientes com uso e sem uso de HU.

20 b= 03908 100+ p = 0,0230*
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Nota: Representacdo gréafica da concentracdo de HbF e HbS entre pacientes com e sem uso da HU. Valores de p
foram considerados significantes quando p<0,05, foi observada uma reducdo na contracdo de HbS no grupo
HbSSHU em comparagdo com o grupo HbSS, néo foi observada diferengas estatisticas entre as concentragdes de HbF entre
0s grupos. Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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Tabela 5 - Pard@metros hematologicos e bioquimicos dos pacientes com Anemia Falciforme de

acordo com as concentracdes de HbF.

Concentracéo de HbF

Meédia (Minimo — Maximo) Valor
<15% 15-25% >2506 dep
Hemécias (10%/mm3) 2,53 (1,30-4,80) 2,50 (1,40-3,80) 2,38 (1,90-3,20) 0,835
Hemoglobina (g/dL) 9,15 (5,80-14,90) 9,80 (5,80-12,20) 9,92 (9,20-12,00) 0,176
Hematdcrito (%) 26,42 (16,70-43,60) 28,45 (17,30-36,00) 29,12 (24,70-35,60) 0,129
VCM (fL) 104,56 (11,70-134,62) 115,86 (94,74-134,74) 124,90 (100,00-155,78) 0,001*
HCM (pg) 36,82 (20,88-46,92) 39,87 (30,00-47,14) 42,52 (35,38-48 42)) 0,002*
CHCM (g/dL) 34,66 (30,47-39,20) 34,44(31,67-37,77) 34,22 (31,08-37,25) 0,708
Leucécitos (/mme) 10565,76 (4581,00-19760.00) g566.06 (4449,00-1786000) oo ee300- 0,004
7460,00)
Neutréfilos (/mm?) 5534,97(1738,00-14442,00) 424270 (1279.00-12850,00) o040 (B372.00- 0,019*
4027,00)
Plaquetas (/mm) ggiggg:gg)(msmo,oo- 339703,70 (134600,00- 3216,40 (2575,00- 0569
659600,00) 4027,00)
Hemoglobina A2 (%) 3,41 (2,50-3,50) 3,10 (2,45-3,22) 2,34 (2,30-3,00) 0,081
Hemoglobina S (%) 82,47 (22,40-93,30) 76,07 (67,20-80,50) 65,34 (57,80-70,50) <0,001
Ureia (mg/dL) 18,60 (8,00-119,00) 20,85 (8,00-55,00) 29,20 (19,0-44,00) 0,214
Creatinina (mg/dL) 0,65 (,30-5,00) 0,65 (0,30-1,40) 0,85 (0,60-1,34) 0.726
LDH (UI/L) 936,09 (503,00-1863,00) 785,00 (375,00-1668,00) 671,80 (496,00-936,00) 0,044*
Acido Grico (mg/dL) 4,79 (2,40-10,20) 4,60 (2,90-8,30) 5,95 (4,50-7,20) 0,252
BT (mg/dL) 3,43 (0,99-13,57) 2,35 (0,80-4,71) 1,44 (0,68-2,33) 0,035*
BD (mg/dL) 0,45 (0,06-1,38) 0,52 (0,16-2,61) 0,34 (0,13-0,61) 0,456
BI (mg/dL) 2,98 (0,80-12,80) 1,83 (0,57-3,71) 1,10 (0,55-2,01) 0,023*
TGO (U/L) 45,74 (18,00-114,00) 38,52 (17,00-88,00) 29,40 (22,00-36,00) 0,059
TGP (UIL) 28,36 (11,00-63,00) 31,59 (10,00-88,00) 28,40 (14,00-59,00) 0,641
GGT (U/L) 52,81 (13,00-203,00) 70,26 (14,00-344,00) 97,60 (32,00-299,00) 0,130
FAL (mg/dL) 231,07 (63,00-505,00) 241,81 (111,00-503,00) 187,60 (60,00-293,00) 0,446
Ferro sérico (mg/dL) 112,04 (24,00-266,00) 124,59 (43,00-213,00) 147,00 (105,00-209,00) 0,209
Ferritina (ng/dL) 430,88 (19,90-2768,00) 496,84 (50,50-1122,00) 779,65 (696,60-930,00) 0,340

Nota: Os valores acima foram apresentados como média (minima-maxima). Valores de p foram considerados significantes quando p<0,05.

Legenda: Hidroxiuréia (HU); Volume Corpuscular Médio (VCM); Hemoglobina Corpuscular Média (HCM); Concentracdo da
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), lactato desidrogenase (LDH), Bilirrubina Total (BT), Bilirrubina Direta (BD), Bilirrubina

Indireta (BI), Transaminase glutamico-oxalacética (TGO), Transaminase Glutamico Pirtvica (TGP), Gama Glutamil Transferase (GGT),
Fosfatase alcalina (FAL). Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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4.2 Analise da expressdo de mRNA de APEX1, POLB, RAC1 e NFKB em relacdo ao

tratamento com hidroxiuréia (HU).

4.2.1 Comparacdo da expressao dos genes relacionados ao uso ou ndo de HU e o grupo
controle.

A analise de expressdo (MRNA) dos genes de reparo e redox foram de acordo
com a estratificacdo dos pacientes quanto ao uso (HbSSHU) ou ndo de HU (HbSS) e com o
grupo controle (HbAA). Nessa comparacdo observamos que os pacientes ndo tratados com HU
(HbSS) possuem menor nivel de expressdo (MRNA) APEX1 quando comparado a individuos
saudaveis (HbAA), e os pacientes tratados (HbSSHU), apresentando diferenca estatistica quanto a
expressao entre o grupo de individuos saudaveis (p=0,035) (FIGURAL0).

A tabela 6 descreve a andlise de expressdao (mMRNA) dos genes POLB e NFKg de
acordo com a estratificacdo dos pacientes quanto ao uso (HbSSHU), ndo uso de HU (HbSS) e
com o grupo controle (HbAA). Ndo observamos diferencas estatisticas entre todos os grupos

guanto aos niveis de expressdo dos genes em questao.

Tabela 6 - Comparacdo da expressdo (MRNA) de POLB e NFKB em pacientes com Anemia Falciforme

relacionado com o uso ou ndo de HU e com o grupo controle.

HbSS (n=30) HbSSHU (n=68) HbAA (n=28) valor
Média (min-max) Média (min-max) Média (max — min) P
mRNA_POLB 241,13 302,17 261,57
(34,67-1290,40) (32,53-1271,25) (61,14-652,86) 0,311
MRNA_NFKg 1269,97 1219,00 1559,48
0,840

(150,59-5852,52)

(115,42-5486,07)

(176,01-7251,08)

Nota: Representacdo dos niveis de expressdo (MRNA) do APEX1 entre o grupo controle (HbAA) e os grupos de
pacientes AF sem uso de HU (HbSS) e em uso de HU (HbSSHU), valores de p foram considerados significantes
quando p<0,05. Fonte: Elaborada pelo prdprio autor.



44

Figura 10 - Expressdo (MRNA) de APEX1 em pacientes com Anemia Falciforme de acordo
com o uso de HU em relagéo aos controles.
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Nota: Representacdo grafica dos niveis de expressdo (MRNA) do APEX1 entre o grupo controle (HbAA) e os
grupos de pacientes AF sem uso de HU (HbSS) e em uso de HU (HbSSHU), valores de p foram considerados
significantes quando p<0,05(* p=0,035) (*p<0,05 Anova; **p<0,05 Pos teste — Turkey). Fonte: Elaborada pelo
préprio autor.

Em pacientes com AF que ndo faziam uso de HU a expressdao (MRNA) de RAC1
também apresentou baixa expressdo quando comparados aos individuos normais e quando
comparado aos individuos que faziam uso de HU, apresentando diferenca estatistica entre

todos os grupos (*, ** p<0.001) (Tabela 8, Figura 11).

Figura 11- Expressao (mMRNA) de RAC1 em pacientes com Anemia Falciforme de acordo com

0 uso de HU.
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Nota: Representacdo gréafica dos niveis de expressdao (MRNA) de RACL entre o grupo controle (HbAA) e os
grupos de pacientes AF sem uso de HU (HbSS) e em uso de HU (HbSSHU), valores de p foram considerados
significantes quando p<0,05 (*, ** p<0.001)( *p<0,05 Anova; **p<0,05 PAds teste — Turkey). Fonte: Elaborada pelo
préprio autor.
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Ndo foram observadas diferencas estatisticas quanto a expressao (mMRNA) de
POLB e (MRNA) de NFKB entre pacientes HbSS em uso de HU e ndo tratado com HU e com

0 grupo controle.

4.2.2 Expressdao (MRNA) de APEX1, POLB, RAC1 e NFKB em pacientes com Anemia
Falciforme de acordo com a dose de HU.

A anélise de expressdo (MRNA) de APEX1, POLB, RAC1 e NFKB foram de
acordo com a estratificacdo dos pacientes quanto ao ndo uso de HU (HbSS) ou uso de HU
(HbSSHU) e segundo a dose da terapia empregada (500mg/dia; 1000mg/dia; 1500mg/dia) € com
0 grupo controle (HbAA). Observamos que os pacientes ndo tratados com HU apresentam
niveis mais baixos da expressdo (MRNA) de RAC1 quando comparado a todos 0s grupos
estratificados, porém este grupo de pacientes ndo tratados (HbSS) apresentou diferencas
significativas quando comparados ao grupo de pacientes tratados com a menor dose do
farmaco (500mg/dia) (FIGURA 12).

Figura 12 - Expressdo (MRNA) de RAC1 de acordo com a dose de HU em pacientes com AF.
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Nota: Representacdo grafica dos niveis de expressdo (MRNA) de RAC1 entre o grupo controle (HbAA) e os

grupos de pacientes AF sem uso de HU (HbSS) e em uso de HU de acordo com a dose (500mg/dia; 1000mg/dia;
1500mg/dia). Legenda: *p<0,05 Anova; **p<0,05, Pos teste — Turkey. Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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Na figura 13 apresentamos a avaliacdo de expressao do gene POLB, em
comparacdo do grupo ndo tratado com HU (HbSS), o grupo tratado (HbSSHU) quanto a dose
de HU utilizada na terapia (500mg/dia; 1000mg/dia; 1500mg/dia) e ao grupo de individuos
saudaveis (HbAA).

Nossos achados relatam que os pacientes tratados com as maiores doses de HU
(1500mg/dia) apresentaram diferencas estatistica nos niveis de expressdo (mMRNA) do gene em
questdo, apresentando aumentado dos niveis de POLB em comparagdo ao grupo que recebia
uma dose menor (1000mg/dia) (FIGURAL3).

Figura 13 - Expressdo do gene POLB em pacientes com AF de acordo com a dose de HU.
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Nota: Representacdo grafica dos niveis de expressdo do gene POLB entre o grupo controle (HbAA) e 0s grupos
de pacientes AF sem uso de HU (HbSS) e em uso de HU de acordo com a dose (500mg/dia; 1000mg/dia;
1500mg/dia), valores de p foram considerados significantes quando p<0,05(*p<0,05 Anova; **p<0,05, Pds teste
— Turkey).Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

N&o foram observadas diferencas estatisticas quanto a expressdo (MRNA) de

APEX1 e NFKB em relacédo a dose do farmaco.

4.2.3 Expressédo (MRNA) de APEX1, POLB, RAC1 e NFKB em pacientes com Anemia

Falciforme de acordo com os niveis de HbF.

A analise de expressdo (MRNA) de APEX1, POLB, RAC1 e NFKB foram de acordo

com a estratificacdo dos pacientes quanto aos niveis de HbF (< 15%, 15-25%, > 25%) e com 0
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grupo controle (HbAA). Percebemos que pacientes com concentracdo de HbF entre 15-25%
apresentaram baixo nivel de expressdao (MRNA) de RAC1 quando comparados ao grupo com

niveis de HbF <15%, apresentado diferenca significativas (p<0,05) (FIGURA 14).

Figura 14 - Expressao (MRNA) de RAC1 em pacientes com Anemia Falciforme de acordo
com os niveis de HbF.
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Nota: Representacdo grafica dos niveis de expressdo (MRNA) de RAC1 entre o grupo controle (HbAA) e os
grupos de pacientes AF de acordo com os niveis de hemoglobina fetal (HbF), valores de p foram considerados
significantes quando p<0,05(*p<0,05 Anova; **p<0,05, PAs teste — Turkey). Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

A figura 15 representa os niveis de expressdao (MRNA) de NFKB em pacientes AF
quanto os niveis de HbF (<15%, 15-25%, >25%) em comparacdo ao grupo controle. Foi
observado que os pacientes AF com os maiores niveis de HbF (>25%) apresentaram 0s
maiores niveis da expressdo (MRNA) do NFKB quando comparado aos grupos com menores
niveis de HbF e ao controle, apresentando diferenca estatistica significativas quando
comparado ao grupo com niveis de HbF de 15-25% (FIGURA 15).
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Figura 15 - Expressdo (MRNA) do NFKB em pacientes com Anemia Falciforme de acordo

com a concentracdo de HbF.
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Nota: Representacdo grafica dos niveis de expressdo (MRNA) do NFKB entre o grupo controle (HbAA) e os
grupos de pacientes AF de acordo com os niveis de HbF, valores de p foram considerados significantes quando
p<0,05(*p<0,05 Anova; **p<0,05, Pds teste — Turkey). Fonte: Elaborada pelo prdprio autor.

N&do foram observadas diferencas estatisticas quanto a expressao (MRNA) de
APEX1 e POLB em relacao aos niveis de HbF.

Ao realizar a analise de correlacdo génica, foi observado que os genes NFKB e
RAC1 (P<0,001 e R= 0,1730), POLB e RAC1 (p<0,001, R= 0,1760) e NFKB e POLB

(p<0,001 e R= 0,1809) se correlacionam positivamente e moderadamente nos pacientes com

Anemia Falciforme (Figuras 16, Tabela 7).

Tabela 7. Analise de correlacdo dos genes APEX1, POLB, NFKB e RAC1 em pacientes com
Anemia Falciforme.

Correlacéo
MRNA_RAC1_ | mRNA_APEX1 | mRNA_POLB_ | mRNA_NFK
2deltacq _2deltacq 2deltacq B_2deltacq
mRNA_RAC1 Pearson Correlation 1 ,001 ,307™ ,420™
Sig. (2-tailed) 993 ,002 ,000
N 104 103 104 100
mMRNA_APEX1 Pearson Correlation ,001 1 ,022 -,003
Sig. (2-tailed) ,993 ,827 977
N 103 105 105 100
mRNA_POLB Pearson Correlation 307 ,022 1 425"
Sig. (2-tailed) ,002 827 ,000
N 104 105 106 101
mRNA_NFKB Pearson Correlation 420" -,003 ,425™ 1
Sig. (2-tailed) ,000 977 ,000
N 100 100 101 101

Nota: analise de representagdo da correlacdo de Pearson dos genes estudados dos niveis de expressdo (MRNA)
de APEX1, POLB, RAC1 e NFKB em pacientes AF. **. Correlago é significativa no nivel 0,01 (Bicaudal).
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Figura 16 - Analise de correlagéo entre os genes APEX1, POLB, NFKB e RAC1 em pacientes

com Anemia Falciforme.
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Nota: A) Coeficiente de Correlagdo de Pearson (r) entre os genes NFKB e RAC1, indicando uma correlagdo
positiva entre os genes em questdo (p<0,001, R= 0,1730). B) Coeficiente de Correlacdo de Pearson (r) entre os
genes POLB e RAC 1, indicando uma correlacdo positiva entre 0s genes em questdo (p<0,001, R= 0,1760). C)
Coeficiente de Correlacéo de Pearson (r) entre os genes NFKB e POLB, indicando uma correlagéo positiva entre
0s genes em questdo (p<0,001 e R=0,1809).

4.2.4 Andlise da expressdo (mMRNA) de APEX1, POLB, RAC1 e NFKB em

pacientes com Anemia Falciforme de acordo com a gravidade da doenga.

Ao avaliarmos a varidvel gravidade da AF observamos maiores niveis de
expressdao (MRNA) dos genes APEX1 e POLB nas formas mais graves da doenca, quanto a
expressdo do gene RAC1 foi observada uma maior expresséo na forma mais leve da doenca e
os niveis de expressdo de NFKB apresentam-se mais expressos na forma intermediaria da AF
(Tabela 8).
Tabela 8 - Expressdo do mRNA de APEX1, POLB, RACle NFKB em pacientes com Anemia

Falciforme de acordo com a gravidade da doenca.

Niveis de gravidade da AF

LEVE (n=59) INTERMEDIARIO (n=21) | GRAVE (n=18)
Média (min-max) Média (min-max) Média (min-max)
MRNA_APEX1_ (71127 1_123115,77) (29,0%2:2723,38) (26,1110 E-31137121,86)
mRNA_POLB_ (32,529? %(’59867,72) (73,616? ?218686,44) (59,4353 %%91,20)
MRNA_RACI_ (284,21211-96?35,15) (773,1?33?;4,75) (1176,2615 E-3’3%030,55)
MRNA_NFKB_ (143,5652 E-3’164?33,40) (192,175 t:)’122:?93,74) (115,‘?21 E-3,1?”(239’23)

Nota: Representagdo dos niveis de expressdo dos genes APEX1, POLB, RAC1 e NFKB no grupo de pacientes
AF de acordo com a gravidade da doenca que foi dividida em leve, intermediaria e grave de acordo com
Sebastiani et al., 2007.
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5. DISCUSSAO

A anemia Falciforme é uma doenca genética hematoldgica caracterizada por um
quadro clinico e laboratorial variavel, sendo a anemia do tipo hemolitico e crénico, com
quadro recorrente de vaso-oclusdo. Destaca-se ainda que a doenca apresenta um processo
inflamatdrio sistémico crénico também de grau variavel (WILLIAMS; THEIN., 2018). Trata-
se de uma doenca incurdvel cujo tratamento é feito principalmente com uso da Hidroxiuréia
(HU). A HU aumenta os niveis de hemoglobinas fetal e consequentemente reduz tanto o
quadro hemolitico como o quadro inflamatorio.

No presente estudo, observamos um discreto predomino da anemia falciforme no
género feminino quando comparado ao género masculino, com idade média de 32 anos.
Resultados esses que corroboram com a literatura, por ndo ter relacdo com sexo, fato que
corrobora com dados previamente publicados (VICARI.; BARRETTO.; FIGUEIREDO.,
2005; MARTINS; MORAES-SOUZA; SILVEIRA., 2010). Os pacientes apresentaram média
de peso, altura, ICM, Pressdo sistélica mmH e Pressdo diastélica mmHg dentro da
normalidade. A média de 24 anos de tempo do diagnostico. Em relacdo a origem verificamos
que todos os pacientes sdo do estado do Ceara, sendo a maioria do interior do estado e o
ambulatorio em que os pacientes sdo atendidos € de referencia do estado do Ceara.

Ao se analisar os dados hematoldgicos dos pacientes em relacdo ao uso ou nao da HU
verificou-se um aumento significativo nos valores de VCM e HCM nos pacientes em uso
deste farmaco. Estudos tém demonstrado que a HU aumenta o VCM, através de mecanismo
pouco esclarecido, porém sabe-se que esse aumento contribui com a reducdo da concentracao
intracelular da HbS e consequentemente diminuigcdo da polimerizacéo e das crises de vaso-
oclusdo (ALLISON.,1954; SILVA-PINTO et al., 2013; MINNITI et al., 2014). Além disso,
foi observada também uma diminuicdo na quantidade de leucdcitos e de neutrofilos,
resultados concordantes com a literatura. A HU é capaz de inibir a enzima ribonucleotideo
redutase (RR) levando a parada do ciclo celular e agindo como uma droga citorredutora
(WARE., 2010; MCGANN; WARE., 2015; KIM -SHAPIRO et al., 2018; GLADWIN et al.,
2011; ZIMMERMAN et al., 2004; VOSKARIDOU et al., 2010).

Em relacdo aos pardmetros bioquimicos, observamos que a HU promoveu uma
reducdo significante nos biomarcadores de hemélise LDH, BT e BD. Achado demonstrado
também em outros estudos (SANT’ANA et al., 2017; BREWIN et al., 2019). Foi observado
também um aumentado significativo do ferro sérico em pacientes que utilizaram a HU. As

transfusdes de hemécias podem contribuir com o aumento do ferro tanto do sangue periférico,
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como o de deposito (COATES; WOOD, 2017), logo pacientes politransfundidos podem
apresentar hemocromatose secundaria.

Ao analisar os niveis de HbF em pacientes com AF, nas maiores concentracdes
ocorreram aumento de VCM, HCM, reducdo de leucdcitos, neutréfilos e nos parametros de
hemolise. Resultados esses semelhantes aos revelados pelo uso da HU, fato que
provavelmente esta relacionado ao uso da mesma, uma vez que um dos mecanismos de acéo é
0 aumento da concentragdo da HbF. Achados esses que corroboram com os resultados de
Laurentino et al., (2014) e Akingbola et al., (2018), que demonstraram um aumento nos
niveis de HbF em pacientes com AF, em uso de HU, no Estado do Ceara, Brasil e na Nigéria,
Africa, respectivamente. Estudos recentes tém demonstrado que o uso da HU na AF aumenta
de 30 a 40% a quantidade de células F (células contendo HbF), e que as mesmas contem de 15
a 16% a menos de HbS. Portanto, a HU aumenta o nimero de células F mais do que o
percentual de HbF, no interior das hemécias (AGUIAR et al., 2016).

Em seguida avaliamos o perfil de expressdao dos genes de reparo de DNA na
populacdo em estudo. Vale ressaltar que a AF ndo é uma doenca neoplésica, porém apresenta
elevadas taxas de morbidade e mortalidade, além do uso crénico de um quimioterapico, que é
a HU. A HU, como ja acima descrito, tem a capacidade de elevar um importante modulador
clinico da doenca que ¢é a HbF.

Foram avaliados a expressdo dos genes APEXI e POLB. Os resultados da
expressdao com o APEX1 demonstraram uma baixa expressao do mesmo nos pacientes com
AF em relacdo ao grupo sem a doenca (HbAA). Esse fato pode ser atribuido ao
comprometimento do mecanismo de reparo do DNA nesses pacientes e que pode ser
associado ao processo inflamatério cronico e ao aumento do estresse oxidativo, bem descritos
na fisiopatologia da AF. Ressaltamos que até o momento ndo encontramos trabalhos na
literatura avaliando a expressdo desse gene de reparo APEX1, em paciente com AF. Entretanto,
Zaky et al., 2018, ao analisarem a expressdo do gene APEX1 em ratos submetidos a um
modelo de inducgéo de processo inflamatdrio observaram uma reducdo de cerca de 30% no
total da expressdo do gene, indicando que 0 mesmo é inibido quando exposto a processos de
estresse oxidativo, mecanismo mediado pela fungéo redox.

Ao se estratificar os pacientes em relagdo ao uso de HU verificamos que na
auséncia do medicamento (HbSS) houve uma reducédo da expressdo do APEX1 em relacdo aos
pacientes em uso de HU (HbSSHU), fato que reforca a hipotese de que a reducdo da
expressdo do gene APEX1 se deva a um mecanismo inerente a doenga. Ressaltando que a HU

é um farmaco que tem uma acdo genotoxica e, portanto, ativa mais as vias de reparo do DNA,
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hipdtese essa que se solidifica com os achados da maior expressdo do APEX1 em pacientes
que usam as maiores doses do farmaco. Para analisar se 0 APEX1 pode ser modulado por
estresse oxidativo afetando a protecdo celular, Grosch, Fritz e Kaina (1998), verificaram a
expressdo de APEX1 em células de ovério de hamster chinés (CHO) ap6s o tratamento com
peroxido de hidrogénio (H202) ou hipoclorito de sddio (NaOCI) e observaram aumento dos
niveis de mMRNA e da expressdo da proteina de APEX1, resultado atribuido a exposicdo de
agentes genotdxico.

Em relacdo ao POLB, verificamos que ndo houve diferenca entre o grupo com AF e 0
grupo controle, porém ao se estratificar o grupo em uso de HU e em relacdo a dose
verificamos resultados semelhantes aos obtidos a expressdo de APEX1, indicando que o
farmaco aumenta os niveis da expressdo desse gene. Porém, nossos achados néo
demonstraram que APEX1 influencia no aumento de POLB, dado que difere de Pei et al.,
(2019) que verificaram que 0 aumento da expressdo do APEX1 resulta em aumento tanto do
Crebl como dos niveis de participantes da via BER (OGG1 e POLB), que juntamente com a
APEX1 reparam o DNA danificado por oxidacgdo, demonstrando que a via de reparo e a via
redox é ativada concomitantemente no dano oxidativo do DNA.

Os genes acima estudados estdo relacionados ao reparo de DNA, logo os resultados
sugerem gue possivelmente exista uma modulacdo na expressao desses genes na AF e que 0
uso da HU pode estar ativando vias de reparo da excisao de bases. O uso da HU recentemente
tem sido associado a danos no DNA. Pesquisa realizada por nosso grupo publicado em 2019
reporta o efeito genotoxico em pacientes com AF do mesmo servigo em uso do HU (MAIA-
FILHO et al., 2019). Estudo tem reportado também, que pacientes com AF apresentam o
maior risco de desenvolver uma neoplasia sem estar associado ao uso de HU (BRUNSON et
al, (2018).

Os resultados da expressio com o RAC1 demonstraram uma elevacdo da
expressao do mesmo nos pacientes com AF em relacdo ao grupo sem a doenca (HbAA), além
disso, a analise molecular mostrou que o0s pacientes ndo tratados com HU apresentaram niveis
menores de expressdo (MRNA) de RAC1 quando em comparagdo com pacientes tratados com
o farmaco. Ao avaliarmos quanto a dose de HU, observamos que pacientes tratados com doses
de 500mg/dia apresentam uma elevagdo da expressédo do referido gene, em relacdo aos
pacientes sem 0 uso do farmaco. Fato esse provavelmente atribuido a diferenca amostral entre
0s grupos. Ao avaliarmos a expressao de RAC1 em relacdo aos niveis de HbF, foi observado
que os pacientes com niveis de HbF entre 15-25% apresentaram uma diminuigéo significativa

da expressdo do gene quando comparados ao grupo com menores niveis de HbF(<15%),
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possivelmente influenciada pela diferenca amostral entre os grupos, pois a grande maioria dos
pacientes apresentaram niveis baixos de HbF.

Nosso trabalho demonstra que a HU possivelmente modula a via de estresse
oxidativo, e que em pacientes nao tratados com o farmaco apresentaram niveis mais baixos.
George et al., 2010 ao avaliarem o estresse oxidativo em células falciforme, demonstraram
que 0 aumento do estresse oxidativo na doenca € devido a diversos fatores como a hemdlise, a
vaso-oclusdo, a inflamacdo, ocasionados principalmente pelas células HbS e que o aumento
da funcdo aberrante de RAC1 pode afetar os eritrcitos falciformes agravando a rigidez e a
fragilidade dessas células. A AF é uma doenca genética caracterizada por uma mutagédo
pontual, no entanto a doenca se apresenta com um quadro inflamatério sistémico, além das
crises de hemdlise e das crises de vaso-oclusdo, um processo inflamatério sistémico, dano
endotelial e aumento do estresse oxidativo. Pacientes com AF tem comprovadamente na
literatura diminuicdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico e aumento de estresse oxidativo
(KATO et al., 2006; LAZZARETTI et al., 2008; HERMANN et al., 2016).

Ao analisar a expressdo do gene NFKB quanto ao uso de HU observamos que 0s
pacientes com maiores niveis de HbF (>25%) apresentaram um aumento significante da
expressdao (MRNA) do NFKB quando comparado ao grupo com niveis de HbF de 15-25%.
Fato que pode estar relacionado ao pequeno grupo de pacientes com o maior nivel de HbF, e
que mesmo com elevados valores de HbF ainda apresentam quadro clinico grave.

Ao analisar a correlacdo entre os genes, observamos correlacdo positivas entre 0s
dois genes envolvidos na via de reparo o POLB com os genes relacionados a producdo de
estresse oxidativo e a processos inflamatorios, POLB e RAC 1 (p<0,001, R=0,1760), NFKB e
POLB (p<0,001 e R= 0,1809) e entre os genes NFKB e RAC1 (P<0,001 e R= 0,1730),
sugerindo que a via de reparo de excisdo de base esta sendo acionada e tentando corrigir 0s
danos e que os processos de producdo de estresse oxidativos e inflamatorios possivelmente
estdo envolvidos.

Ao avaliarmos a expressdo dos genes estudados com uma estratificacdo clinica
dos pacientes com AF, verificamos que a forma grave da doenca apresentou 0s maiores niveis
de expressdo (MRNA) dos genes APEX1 e POLB, ja na forma intermediaria observamos uma
elevada expressdo de NFKB e na forma leve observamos uma maior expressdo de RACL.
Possivelmente a elevada expressao desses genes possa estar relacionado ao aumento do reparo

de DNA induzindo pelo grau do quadro crénico inflamatorio e de estresse oxidativo.
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Nossos achados contribuem para um melhor entendimento da expressdo desses
genes APEX1, POLB, RAC1 e NFKB em pacientes com AF e se o tratamento com HU

influéncia nos niveis de expressao genica dos genes.
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6. CONCLUSOES

® A analise dos dados hematoldgicos entres os pacientes com e sem uso de HU
demonstrou um aumento significativo nos valores de VCM e HCM, uma diminuicdo na
quantidade de leucdcitos, HbS, LDH, BT, BD e Ferro aumentado nos pacientes que faziam
uso deste farmaco, quanto aos niveis de HbF, verificamos que os pacientes que possuiam 0s
maiores niveis de HbF (>25%) apresentaram um aumento de VCM, HCM, reducdo de
leucocitos, neutrofilos e marcadores de hemolise.

e Ao avaliar a expressdo dos genes APEX1, POLB, NFKp,; e RAC1, todos 0s
genes apresentaram baixos niveis de expressdo quando comparados aos individuos sadios.

e Ao associar a expressao do gene quanto ao tratamento com HU e a dose
utilizada na terapia, podemos constatar que a terapia com o HU influencia no aumento da
expressao dos genes estudados, e pacientes sem o uso do HU apresentam 0s menores niveis
de expressdo dos genes APEX1 significativamente estatistico, quando comparado ao controle
e RAC1 quando comparado ao grupo em uso do farmaco e ao controle. Referente a influéncia
da dose da HU nas expressdes génicas verificamos que pacientes sem o uso do HU
apresentaram 0s menores niveis da expressdo de RAC1 e POLB, e a maior expressdo do gene
POLB estéa entre os pacientes AF tratados com as maiores doses do farmaco.

e A associacdo dos niveis de expressdo dos genes APEX1; POLB; RAC1 e NFxf
em pacientes com AF em relacdo aos niveis de HbF nos revelou que os pacientes que
apresentaram 0s menores niveis de HbF, apresentam também os maiores niveis de expressao
do gene RACL, e pacientes que apresentam niveis de HbF entre 15-25% demonstram 0s
menores niveis de expressao do gene NFKB.

e Observamos correlagcfes positivas entre os genes envolvidos na via de reparo o
POLB com o0s genes relacionados a producdo de estresse oxidativo e a processos
inflamatorios, POLB e RAC 1 (p<0,001, R=0,1760), NFKB e POLB (p<0,001 e R=0,1809) e
NFKB e RAC1 (P<0,001 e R=0,1730).
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APENDICE A- TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “EXPRESSAO
DE GENES DE REPARO DE DNA E FUNCAO REDOX EM PACIENTES COM
ANEMIA FALCIFORME”, que tem como objetivo principal é¢ avaliar a influéncia da
expressdo de genes de reparo de fita simples e funcdo Redox na clinica de pacientes com
anemia Falciforme. A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera plenamente voluntéria e
consciente, nao havendo qualquer forma de pagamento ou compensacdo material. Para tanto,
necessitamos que o Sr.(a) autorize a obtencdo de 2 (duas) amostra de sangue para que a
pesquisa seja realizada. As coletas das amostras serdo realizadas no Ambulatorio de
Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC). A participagdo na pesquisa,
ndo ira lhe expor a nenhum risco que possa comprometer a sua saude, havendo apenas a
possibilidade de formacdo de uma pequena mancha roxa devido a coleta do sangue. O
senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo de sua
assisténcia médica. Sua identidade sera mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgacdo dos
resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a discussao académica de ambito
cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de identificacdo dos pacientes. Sera, no
entanto, permitido o acesso as informacdes sobre procedimentos relacionados a pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador é Romélia
Pinheiro Gongalves Lemes, endereco para contato: Rua Capitdo Francisco Pedro,1210 —
Porangabussu, CEP 60430-370 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone: (85) 33668264.

Se o Senhor(a) tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do HUWC- Rua Capitdo Francisco
Pedro, 1290 - Rodolfo Tedfilo; Fone: (0xx)85 3366-8589- E-mail: cephuwc@huwc.ufc.br.

Caso o Senhor (a) se sinta suficientemente informado a respeito das informacgdes que
leu ou que foram lidas para vocé sobre os propositos do estudo, 0s procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes e que sua participacdo é voluntaria, que ndo ha remuneracdo para participar do
estudo e se 0 Senhor(a) concordar em participar solicitamos que assine no espaco abaixo.

Assinatura do paciente/ representante legal Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data: / /
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ANEXO A - PARECER COMITE DE ETICA

UFC - HOSPITAL
UNIVERSITARIO WALTER
CANTIDIO DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EXPRESSAO DE GENES DE REPARO DE DNA E REDOX EM
PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

Pesquisador: ROMELIA PINHEIRO GONCALVES LEMES
Area Tematica:

Versao: 2
CAAE: 99341118.5.0000.5045

Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Cear&/HOSPITAL UNIVERSITARIO
WALTER

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
NuUmero do Parecer: 3.089.093

Apresentacéo do Projeto:
Este é um projeto de dissertacdo de mestrado de Jamilly Florencio Perreira com
orientacdo da Professora Dra. Romélia Pinheiro Gongalves Lemes.

O estudo parte da hip6tese de que ha associacdo entre a expressao do gene APEX1 e as
alteracdes clinicas como a vaso oclusao e o tratamento em pacientes com Anemia
Falciforme.

Participardo do estudo 150 individuos com diagnodstico de AF acompanhados no
Hospital Universitario Walter Cantidio. Essa amostragem corresponde a
aproximadamente 70% dos pacientes com cadastro ativo na referida instituicdo. Os
pacientes serdo estratificados quanto ao tratamento com HU: grupo SS (pacientes nédo
tratados com HU) e grupo SSHU (pacientes tratados com HU na dose de 20-
30mg/kg/dia). Um grupo controle (n=50) sera formado por individuos de ambos 0s sexos,
doadores voluntarios de sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara
(HEMOCE), totalizando 200 participantes. Serdo coletadas amostras de sangue
periférico de todos os participantes do estudo (controle e teste), a coleta de sangue dos
individuos portadores de Anemia Falciforme serd realizada no ambulatério de
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hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio e a do grupo controle (HbAA)
(individuos saudaveis) sera realizada no HEMOCE. Os experimentos serdo realizados
no Laboratério de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Genética das Doencas
Hematol6gicas (LPHGDH) do Curso de Farmécia da Universidade Federal do Ceard em
parceria com o Laboratério de Analises Clinicas e Toxicologicas (LACT) onde serdo
todos os testes moleculares. O cronograma prevé coleta de dados no periodo de outubro
de 2018 a marco de 2019, a pesquisadora declara que a coleta dos dados s tera inicio
apos aprovacao do protocolo pelo CEP. O orgcamento € de R$ 8.258,00 pelos quais a
pesquisadora se responsabiliza afirmando que todo o material se encontra disponivel
para o estudo, no laboratério do qual é pesquisadora.

Objetivo da Pesquisa:
Obijetivo Geral: Avaliar a expressdo do gene de APEX1, PolB, NF; Hif-1, VEGF e RAC1 em
pacientes com anemia falciforme (AF).

Objetivos especificos:

- Determinar o perfil da populacdo em estudo quanto a idade, sexo, parametros clinicos e
hematoldgicos.

- Avaliar a expressao do gene APEX1, PolB, NF; Hif-1, VEGF e RAC1 por PCR em
tempo real (QPCR) em pacientes com Anemia Falciforme (HbSS) e individuos controles
(HbAA).

- Avaliar a associacdo da expressao dos genes APEX; POL; RAC1; NF; Hif-1 e VEGF

com as manifestacGes clinicas dos pacientes AF.
- Avaliar a expressdo do gene quanto a resposta ao tratamento e sobrevida.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
A pesquisadora descreveu no projeto:
- Riscos da pesquisa aos participantes: A participacdo na pesquisa, nao ira
expor o participante a nenhum risco que possa comprometer a sua saude,
havendo apenas a possibilidade de formac&o de uma pequena mancha
roxa devido a coleta do sangue.

- Beneficios da pesquisa aos participantes: Melhor avaliacdo da fisiopatologia da
Anemia Falciforme, descobertas de marcadores moleculares e alvos terapéuticos
importantes para os pacientes portadores de AF.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa factivel e apresenta valor cientifico.



66

Considerac6es sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Toda a documentagdo obrigatoria foi apresentada e esta adequada.

*anexou os curriculos das pesquisadoras.

Recomendacdes:
Sem recomendacéo

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Tendo atendido as pendencias postas por este CEP/HUWC, o protocolo se encontra
adequado do ponto de vista ético.

Considerac6es Finais a critério do CEP:
Apresentar relatorio apds o término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
InformacOes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 09/11/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1218520.pdf 15:07:12
Outros CARTA_DE_ESCLARECIMENTO_DA_ 09/11/2018 | ROMELIA PINHEIRO| Aceito
FINALIDADE_DO_PROJETO_APEX1.p 15:05:19 GONCALVES

Projeto Detalhado / PROJETO_DE_PESQUISA_APEX1 RO 09/11/2018 | ROMELIA PINHEIRO| Aceito

Brochura MELIA_PINHEIRO_GONCALVES_LEM 01:22:47 GONCALVES

Investigador ES.pdf LEMES

Outros Curriculo_Lattes_Jamilly_Florencio_Per 31/10/2018 | ROMELIA PINHEIRO| Aceito
eira.pdf 14:37:27 GONCALVES

Outros Curriculos_Lattes_Juliana_Cordeiro_de_ 31/10/2018 | ROMELIA PINHEIRO| Aceito
Sousa.pdf 14:37:06 GONCALVES

Outros Curriculos_Lattes Romelia_Pinheiro_Go 31/10/2018 [ROMELIA PINHEIRO| Aceito
ncalves_L emes.pdf 14:36:20 GONCALVES

TCLE / Termos de termo_de_consentimento_livre_e_esclar 31/10/2018 | ROMELIA PINHEIRO| Aceito

Assentimento / ecido_controle.docx 13:46:05 GONCALVES

Justificativa de LEMES

Auséncia

TCLE / Termos de termo_de_consentimento_livre_e_esclar 31/10/2018 [ROMELIA PINHEIRO| Aceito

Assentimento / ecido_af.docx 13:44:29 GONCALVES

Justificativa de LEMES

Auséncia

Outros Carta_de_Encaminhamento_ao_comite_ 25/09/2018 [MARTA MIRIAM DO| Aceito
de_etica_e_pesquisa_do_hospital_huwc 12:40:01 NASCIMENTO
.docx GONCALVES

Outros autorizacao_da_chefia_onde_sera_reali 14/09/2018 |[ROMELIA PINHEIRO| Aceito
zada_a_pesquisa.pdf 17:05:32 GONCALVES

Outros declaracao_de_fiel depositorio_setor_d 14/09/2018 | ROMELIA PINHEIRO| Aceito
e_arquivo_medico.pdf 17:03:55 GONGCALVES

Outros carta_de_solicitacao_de_apreciacao_de 14/09/2018 [ROMELIA PINHEIRO| Aceito
_projeto_ao_comite_de_etica_em_pesq 17:01:06 GONCALVES
uisa_da_universidade federal do ¢ LEMES
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Outros eara_cep_ufc_propesq.pdf 14/09/2018 |[ROMELIA PINHEIRO| Aceito
17:01:06 GONCALVES
Outros declaracao_de_concordancia.pdf 14/09/2018 |[ROMELIA PINHEIRO| Aceito
16:58:06 GONCALVES
Outros termo_de_compromisso_para_utilizacao 14/09/2018 |[ROMELIA PINHEIRO| Aceito
_de_dados_de_prontuarios_medicos.pdf 16:57:01 GONCALVES
LEMES
Outros carta_de_encaminhamento_ao_comite_ 14/09/2018 | ROMELIA PINHEIRO| Aceito
de_etica_e pesquisa_do_hospital_unive 16:55:02 GONCALVES
rsitario walter cantidio.pdf LEMES
Outros carta_de_anuencia.pdf 14/09/2018 | ROMELIA PINHEIRO|[ Aceito
16:52:23 | GONCALVES
Orgamento declaracao_de_orcamento.pdf 14/09/2018 | ROMELIA PINHEIRO| Aceito
16:49:16 | GONGALVES
Cronograma declaracao_do_cronograma.pdf 14/09/2018 [ROMELIA PINHEIRO| Aceito
16:48:49 | GONCALVES
Folha de Rosto folha_de_rosto_para_pesquisa_envolve 14/09/2018 | ROMELIA PINHEIRO| Aceito
ndo_seres_humanos.pdf 16:47:10 GONCALVES

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

FORTALEZA,

17 de dezembro de 2018

Assinado por:

Maria de Fatima de Souza

(Coordenador(a))




