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RESUMO

Genotipagem do polimorfismo A1298C do gene MTHFR em pacientes do

HEMOAP diagnosticados com anemia ferropriva

RESUMO

Introducdo: As anemias, caracterizadas pela baixa concentracdo dos niveis de
hemoglobina, sdo causadas por diversos fatores. A anemia ferropriva € a mais
comum e afeta especialmente criancas e adolescentes, mulheres em idade fértil e
gestantes devido as altas exigéncias de ferro. A MTHFR ajuda a manutencdo do
pool de folato e metionina, evitando o acumulo de homocisteina. Pacientes com
niveis elevados de homocisteina apresentam uma ampla gama de caracteristicas
clinicas. A cisteina € uma proteina derivada do metabolismo da homocisteina e tem
relagdo com a regulacdo do ferro no organismo. Objetivo: Assim, o objetivo é
identificar o polimorfismo A1298C do gene MTHFR nos pacientes com anemia
ferropriva, comparando com os dados socioecondmicos. Metodologia: Analisamos
o polimorfismo genético das amostras sanguineas dos doadores de sangue que
fizeram parte do grupo controle e dos pacientes com anemia ferropriva do HEMOAP
através das técnicas de PCR e eletroforese. Também aplicamos um questionario
socioeconémico. O mesmo questionario foi aplicado ao grupo controle e aos dos
pacientes que concordaram participar do estudo através da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. As amostras e os dados hematologicos dos
pacientes foram obtidos mediante a autorizacdo do HEMOAP com a assinatura do
Termo de Anuéncia. Resultados e Discussédo: Em um total de 42 pacientes, 21
(50%) tiveram o gendtipo AC, 5 (12%) gendtipo CC e 16 ( 38%) gendtipo normal AA.
Em relagdo aos dados socioecondmicos, a maioria dos pacientes apresentou baixa
renda familiar e com nivel de escolaridade de até o ensino médio concluido.
Conclusao: Através dos resultados das analises moleculares e a comparagdo com
os dados dos questionarios apresentados nas tabelas, pode-se concluir que o
polimorfismo A1298C do gene MTHFR e as caracteristicas sociais e econémicas
podem contribuir no desenvolvimento da anemia ferropriva.

Palavras-Chave: Polimorfismo; gene MTHFR; perfil socioecondmico; homocisteina,;
anemia ferropriva.

Agradecimentos: HEMOAP e UNIFAP
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ABSTRACT

Genotyping of A1298C polymorphism of the MTHFR gene in HEMOAP patients
diagnosed with iron deficiency anemia

Introduction: Anemia, characterized by low concentration of hemoglobin levels, is
caused by several factors. Iron deficiency anemia is the most common and especially
affects children and adolescents, women of childbearing age and pregnant women
due to the high iron requirements. MTHFR helps maintain the pool of folate and
methionine, avoiding the accumulation of homocysteine. Patients with elevated levels
of homocysteine have a wide range of clinical features. Cysteine is a protein derived
from the metabolism of homocysteine and is related to the regulation of iron in the
body. Objective: To identify the A1298C polymorphism of the MTHFR gene in
patients with iron deficiency anemia, compared with socioeconomic data. Methods:
We analyzed the genetic polymorphism of the blood samples from the blood donors
who were part of the control group and the patients with HEMOAP iron deficiency
anemia through PCR and electrophoresis techniques. We also applied a
socioeconomic questionnaire. The same questionnaire was applied to the control
group and to the patients who agreed to participate in the study through the signing
of the Informed Consent Term. Samples and hematological data of the patients were
obtained by authorization of HEMOAP with the signature of the Term of Consent.
Results and Discussion: In a total of 42 patients, 21 (50%) had the AC genotype, 5
(12%) CC genotype and 16 (38%) normal AA genotype. Regarding the
socioeconomic data, the majority of the patients presented low family income and
with education level up to high school completed. Conclusion: Through the results of
the molecular analyzes and the comparison with the questionnaire data presented in
the tables, it can be concluded that the A1298C polymorphism of the MTHFR gene
and the social and economic characteristics may contribute to the development of
iron deficiency anemia.

Keywords: Polymorphism; MTHFR gene; socioeconomic profile; homocysteine; iron
deficiency anemia.

Acknowledgements: HEMOAP and UNIFAP.
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1 INTRODUGAO

A anemia foi estabelecida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), adotando os
niveis hemoglobina (Hb) inferiores de 11 g/dL para criancas até 6 anos e gestantes,
12 g/dL para criangas de 6 a 14 anos e mulheres adultas e 13 g/dLpara homens
adultos (GERMANO, 2002). A etiologia da anemia pode ser dividida em causas
agudas ou crbénicas (TURNER; BHIMJI, 2018). Causas agudas incluem perda aguda
de sangue, radioterapia, infeccdes e outras causas de hemolise, por exemplo, crises
hemoliticas na doenca falciforme. As causas cronicas podem ser por perda crénica
de sangue, como na menorragia ou no sangramento gastrointestinal (Gl), e por
deficiéncias alimentares levando as anemias carenciais com baixo nivel de ferro,
folato ou vitamina B12. Doencas cronicas, medicamentos e alcool também podem
causar anemia (TURNER; BHIMJI, 2018).

Estima-se que 2 bilhdes de pessoas no mundo sofram de deficiéncia de
micronutrientes (CHRISTIAN; STEWART, 2010). A deficiéncia de ferro é a mais
comum e uma preocupacdo global de saude, afetando especialmente criancas e
adolescentes, mulheres em idade fértil e gestantes devido as altas exigéncias
sanguineas de ferro (AN; WANG; GUAN et al., 2012). Os sinais e sintomas da
anemia refletem a hipoxia tecidual com dores de cabecas, tonturas e fraqueza
muscular (SANTANA; COSTA; SILVA et al., 2016). O ferro é um mineral essencial
para a producdo da molécula de Hb, sendo obtido principalmente da dieta e da
reciclagem de hemacias senescentes. A maior parte do ferro inorganico (Fe3") é
fornecida por vegetais e cereais. A aquisi¢cdo do ferro na forma heme é proveniente
da hemoglobina e mioglobina contidas na carne vermelha (DE FALCO; SANCHEZ;
SILVESTRI et al., 2013). Uma dieta normal contém de 13 a 18 mg de ferro, dos
guais somente 1 a 2 mg serdo absorvidos (GROTTO, 2008).

Assim como na deficiéncia do ferro, a deficiéncias de catecolaminas (vitamina B12)
e folatos (acido folico) causam anemias, além de danos ao sistema nervoso e nas
gestantes, risco de ma-formacgéo fetal devido a diminuicdo da sintese proteica
(SANTANA; COSTA; SILVA et al., 2016). Estudos sugerem que a deficiéncia de
vitamina B12 pode ser precedida por deficiéncia de ferro (HERSHKO; RONSON;

Introdugéio 1



SOUROUJON et al., 2018). Em uma dieta ocidental, obtém-se de 5 a 15 mcg de
vitamina B12 por dia, mais que a dose diaria recomendada de 2 mcg, mas por ser
encontrada apenas em ovos, carnes e leite, sua deficiéncia ¢ comum em
vegetarianos e veganos (OH; BROWN, 2003).

O acido félico esta presente no feijao, frutas e vegetais. A diminuicdo da sintese
proteica devido ao déficit de folatos pode ocorrer por diversos fatores, como:
aumento do consumo (na amamentacdo ou gestacdo) e aumento da perda no uso
excessivo de &lcool e na ingestdo de alguns medicamentos (SANTANA; COSTA,;
SILVA et al.,, 2016). O &cido félico funciona como co-enzima em reagles de
metilacdo envolvidas na sintese de purinas e pirimidinas e no metabolismo de
aminoacidos. O ciclo de remetilagdo da homocisteina tem o tetrahidrofolato dietético
(THF) como molécula central desta via. A metilacdo do THF depende da serina (que
se converte em glicina); a partir dai, a enzima metileno-tetrahidrofolatoredutase
MTHFR prepara o composto de folato atual (5,10-metileno-tetrahidrofolato) para doar
o grupamento metil (5-metil-THF) a homocisteina gerando a metionina (Figura 1)
(BALUZ; DO CARMO; ROSAS, 2002).

Figura 1 — Metabolismo da homocisteina.

Protelna da Dieta

Serina Metlonlna AT
Glicina Tetra- S Adenosil
hldrofolato M, gjhg:gft” metiopina Aceptor
tzt:ao-}”l\lﬂdertollfeor;aoto leenttlgtr::ea 812 Cole Aceptor

MTHF ~ Betaina S-Adenosil- metilado
Red“‘a homocisteina
5-Metil-tetra- "

Homocisteina

hidrofolato  ¢jstationina B Serina
Sintetase

B R -
6 Cistationina
yCistationase
Bg a-cetobutirato
Cisteina
SO4:

Fonte: Bydlowski et al., 1998.
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Durante o ciclo da regeneracédo de metionina, o THF é recuperado e utilizado para
a sintese de timidilato e para a sintese de purina, ambos sdo formadores do DNA
(BALUZ; DO CARMO; ROSAS, 2002). As reacdes de metilacdo séo influenciadas
pela ingestdo de folato e vitaminas B12 e B6, e também pelo polimorfismo genético
da enzima MTHFR, que podem levar a hiper-homocisteinemia e como mecanismo
de regulacao, a partir da via de transulfuracdo, a homocisteina sera convertida em

cistationina, em seguida em a cetoglutarato e cisteina (SELHUB, 1999).

1.1 A INFLUENCIA DA CISTEINA NA REGULACAO DOS NIVEIS DE FERRO NO
ORGANISMO

Apos absorvido, o ferro € armazenado no interior da célula na forma de ferritina ou
liberado e distribuido em todo o corpo pela transferrina. Qualquer desequilibrio na
absorcdo ou distribuicdo resulta em desordens como hemocromatose ou anemia
(GROTTO, 2008; DUPUY; VOLBEDA; CARPENTIER et al., 2006). Um dos
mecanismos responsaveis pela regulacdo do ferro envolve duas proteinas: IRP1 e
IRP2 (proteinas reguladoras do ferro) que se ligam aos IREs (elementos de resposta
ao ferro). O IRP1 pode se ligar aos IREs ou montar um centro Fe-S e funcionar
como uma aconitase citosodlica (cAcn), catalisando a conversdo de citrato em
isocitrato (DUPUY; VOLBEDA; CARPENTIER et al., 2006) que fornece o substrato
para a sintese de acidos graxos e outros processos anabdlicos. O centro Fe-S
possui quatro atomos ferro e quatro de enxofre, onde trés residuos de cisteina (Cys)
da enzima se ligam com trés atomos ferro e um quarto ferro esta ligado a um dos
grupos carboxil do citrato (Figura 2) (NELSON; COX, 2014).

Figura 2 — Estrutura molecular do centro Fe-S DA cAcn.

. Citrgto .
R O Ce
- 4 COO~
S | 8 |
qu_g\ ! \ —Fe._ iy o b 5 s— (./I“Iz z
~ 3 {3 | e
Fe' —=S ‘ i1 ', Ao
_e—f-—8 /.(L-f\,’ i
Cys—87l/ [ "ooc” ) HIB
S Fe Vo
S—Cys

Fonte: Nelson; Cox, 2014.
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As proteinas IRP1 e IRP2 se ligam em regides estruturais dos IREs localizadas
nas extremidades 3’ e 5 dos mRNA (Figura 3). Quando ligadas as sequéncias IRE
da regiao 5’ nao traduzida do mRNA da ferritina, as IRP bloqueiam a sintese de
ferritina; quando ligadas as sequéncias IRE da regido 3’ ndo traduzida do mRNA do
receptor de transferrina, as IRP estabilizam o mRNA, impedindo sua degradacao e
possibilitando a sintese de mais copias da proteina receptora. Assim, em células
com deficiéncia de ferro, a captacdo de ferro torna-se mais eficiente e o
armazenamento de ferro (ligado a ferritina) é reduzido. Quando a concentragdo de
ferro retorna aos niveis normais, IRP1 é convertida em aconitase, e IRP2 é
degradado por protedlise, encerrando a resposta aos baixos niveis de ferro. Portanto

a aconitase tem uma funcdo-chave na regulacéo do ferro (NELSON; COX, 2014).

Figura 3 — Ligacédo IRP-IRE.

IRP esté ligada ao elemento de resposta a ferro (IRE)? Sim N&o
mRNA da ferriting
AMA), 3

Tradugéo do mRNA da ferritina Reprimida Ativada

iR = Sintese de ferritina

Diminuida Aumentada

mRNA do receptor de
transferrina (TMR) '

Estabilidade do mRNA do TRR Aumentada  Diminuida
AAA(A)U 3 Sintese de TfR Aumentada  Diminuida

e

Fonte: Nelson; Cox, 2014.

1.2 O DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DA ANEMIA FERRORPIVA E O
POLIMORFISMO DO GENE MTHFR

A anemia ferropriva apresenta caracteristica semelhante com as talassemias,
anemia de doencga cronica, anemia sideroblastica e envenenamento por chumbo,
pois como todas costumam apresentar micrositose (VCM baixo) e hipocromia
(diminuicdo de HCM e CHCM), ocorre dificuldade no diagnostico diferencial por
apresentarem valores hematologicos semelhantes (VICARIL; FIGUEIREDO, 2010).
Portanto, a diferenciagéo e a identificagdo das anemias devem ser obtidas também
pela realizacdo de exames que avaliam o metabolismo do ferro e acido folico e a
eletroforese de hemoglobina (MATOS; DUSSE; GOMES et al., 2012).
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Outras técnicas como o diagnéstico molecular vém sendo utilizadas em varios
estudos com o objetivo de identificar polimorfismo que podem causar anemias,
mutacOes e polimorfismos genéticos sdo diferencas na sequéncia de DNA entre
individuos (COSTA; GARCIA; COPRESKI, 2007). Polimorfismos na enzima MTHFR
foram demonstrados em casos de hiper-homocisteinemias, encontrada em muitas
doencas hematolégicas e tumorais (KANDEL; ROHAN, 2004). Um importante
determinante genético da hiper-homocisteinemia é uma mutacdo comum 677C>T
no MTHFR e um segundo polimorfismo 1298A->C foi relatado recentemente em
familias com espinha bifida e com na diminuicdo da atividade nos linfécitos
(WEISBERG; JACQUES; SELHUB et al., 2001).

No ano de 2001, Weisberg et al. concluiram que a hiper-homocisteinemia é
causada ndo apenas fatores nutricionais, mas também por polimorfismos no gene
MTHFR. No mesmo ano Ueland et al. demonstraram que a distribuicdo de folato
alterada de sujeitos com polimorfismo no gene MTHFR tem efeitos metabdlicos
secundarios. Friedman et al. concluiram que a mutacdo A1298C resulta em uma
diminuicdo na atividade da MTHFR que € mais pronunciado no polimorfismo
homozigoto (CC) do que no heterozigoto (AC) ou no homozigoto sem o polimorfismo
(AA). Portanto, verificamos com a presente pesquisa se o0 polimorfismo A1298C do
gene MTHFR e os fatores sociais e econdmicos estdo causando altera¢cdes nos
indices hematoldgicos e desvios na eficacia do tratamento de pacientes do
HEMOAP com anemia por deficiéncia de ferro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Determinar se o polimorfismo A1298C do gene MTHFR e fatores socioecondémicos
estdo influenciando no tratamento de pacientes do HEMOAP identificados com

anemia ferropriva.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) ldentificar o polimorfismo A1298C do gene MTHFR tanto em pacientes como em
doadores de sangue, através das técnicas de biologia moleculares: PCR e

eletroforese;

b) Comparar os resultados das analises moleculares e do questionario
socioecondmico dos pacientes e do grupo controle;

c) Observar se existe uma relacdo entre os dados obtidos e os valores

hematoldgicos encontrado nos pacientes com anemia por deficiéncia de ferro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CONSIDERAGOES ETICAS

O referido trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) por meio da Plataforma Brasil,
requerendo avaliagdo da referida pesquisa cientifica, conforme regulamentacéo
estabelecida pelo Comité Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP), de nimero
466/2012. Obteve aprovacdo a partir do registro de Certificado de Apresentacao
para Apreciacdo Etica — CAAE, sob o nimero 61936616.6.0000.0003, com parecer
consubstanciado apresentado no anexo D.

O titulo do projeto da presente dissertacdo consta diferente no parecer
consubstanciado, pois primeiramente haviamos como um dos objetivos a andlise
molecular de outro gene que nao foi possivel devido ao atraso no recebimento dos

primes necessarios a sua realizagéo.

O questionério, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e o Termo
de Assentimento (no caso de menores de idade) foram explicados de forma clara e
objetiva e assinados por todos os participantes da pesquisa. Todos os dados
referentes ao preenchimento dos questionarios foram mantidos de forma sigilosa,
idbnea a fim de preservar os participantes de qualquer tipo de exposicdo ou
divulgacdo de suas informacdes. Em relagéo aos riscos, foram considerados como

minimos.

3.2 TIPO DE ESTUDO
Trata-se de uma pesquisa experimental e epidemiolégica, com abordagens

guantitativas e qualitativas.

3.3 ANALISES MOLECULARES

3.3.1 Populacdo Amostral

A populagdo amostral constou de 58 amostras de sangue de doadores voluntarios
de sangue e de 42 de amostras de pacientes diandsticados com anemia ferropriva

do Instituto de Hematologia e Hemoterapia do Amapa (Hemoap).
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3.3.2 Amostras Bioldgicas
As amostras de sangue foram coletadas apods a assinatura do TCLE e em seguida,
encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia (BIOMOL) da

Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) do curso de Ciéncias Bioldgicas.

3.3.3 Extracdo de DNA

Utilizamos para a extracao o Blood/Tissue DNA Mini Kit, que é um simples e rapido
sistema para purificagdo de DNA genOmico de alta qualidade para amostras de
sangue total. Todo o procedimento é rapido — 20-25 min - com um rendimento tipico
de 2-10 pug de DNA gendmico a partir de 0,2 mL de sangue.

3.3.4 PCR e Sequéncias de Primes Utilizados
Através do termociclador THERMO ELECTRON CORPORATION PxE 0.2 Themal
Cycler, realizamos a amplificacdo A1298C do gene MTHFR pela técnica de PCR
alelo-especifico segundo Ranjith et al. (2003), utilizando: 11ul de &gua, 12ul do
reagente MixPCR, 1ul de cada primers e 5ul de DNA extraido das amostras, com
um volume final de 30pul. ApGs seguimos as seguintes condicdes:
e 94°C por 5 minutos;
e 94°C por 30 segundos; 30 ciclos e extensao final 72°C
e 58°C por 30 segundos; por 5 minutos.

e 72°C por 50 segundos;

Os primers utilizados na amplificagcdo com os respectivos tamanhos de pares de
bases e temperaturas para a identificacdo dos alelos C e A do gene MTHFR podem

ser observadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Sequéncias dos fragmentos dos primers utilizados com 0s repectivos
tamanhos e temperaturas.

Fragmento anelado tamanho temp
1298 CF: 5-CTT TGG GGA GCT GAA GGA-3
1298 CR: 5’-ACA AAG ACT TCAAAG ACA CTT G-3 120 bp 58°C
1298 AF: 5 GGA GCT GAC CAG TGA AGA-3’
1298 AR: 5 TGT GAC CAT TCC GGT TTG-3 77 bp 58°C
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Para cada alelo A e C foram necessarios utilizar dois primers: um complementar a
sequéncia de DNA anti-sense (primer sense - forward), identificado com a letra F; e
outro complementar & sequéncia de DNA sense (primer anti-sense — reverse),

identificado com a letra R.

3.3.5 Eletroforese e visualizagcdo dos fragmentos de DNA
As amostras foram submetidas a técnica de eletroforese para identificacdo e
visualizacdo dos fragmentos, observados em gel de agarose a 1,5%, onde
obtivemos os seguintes padrdes para o polimorfismo A1298C.
e fragmentos de 120pb e 77pb, identifica heterozigoto (AC);
e fragmento de 120pb, identifica homozigoto (CC);
e fragmento de 77 pb identifica homozigo (AA).

3.4 APLICAGCAO DO QUESTIONARIO
Em cada questionario o participante que aceitasse fazer parte da pesquisa deveria

responder de forma objetiva as seguintes informacdes:
1 - Género: M/F;
2 - Renda Familiar Mensal,

3 - Escolaridade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESULTADOS DAS ANALISES MOLECULARES

Das 42 amostras analisadas de pacientes para o polimorfismo A1298C do gene
MTHFR, 26 pacientes apresentaram o polimorfismo, sendo 21 pacientes com
gendtipo heterozigoto (AC) e 5 gendtipo homozigoto (CC), e 16 ndo apresentaram o
polimorfismo com gendtipo homozigoto (AA). Nas amostras controles, foram
analisadas 58 amostras de doadores de sangue, sendo que 44 apresentaram 0
gendtipo (AA) e 14 amostras foram identificadas com genoétipo heterozigoto do
polimorfismo (AC), ndo foram identificadas amostras com genétipo CC. Os

resultados das analises moleculares podem ser observados nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Resultado da genotipagem dos 42 pacientes
com anemia ferropriva.

A1298C C1298C A1298A
n=21 n=>5 n=16
50% 12% 38%

Tabela 2 — Comparacéao dos individuos com e sem polimorfismo A1298C do gene
MTHFR nos pacientes e grupo controle.

Pacientes (n=42) Grupo controle (n=58)
Gene com % sem % com % sem %
MTHFR 26 62 16 38 14 24 44 76
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Figura 4 — Eletroforese de 10 pacientes com polimorfismo
A1298C do gene MTHFR, sendo todos heterozigotos (AC).

é AC AC AC AC AC AC AC

120 bp
77 bp

120 bp
77 bp

4.2 RESULTADOS HEMATOLOGICOS
Obtivemos os valores maximos e minimos, as médias e os desvios padréo (DP) de

cada indice hematoldgico que podem ser verificados no Quadro 2.

Quadro 2 - Resultados do volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), ferro sério (Fe), ferritina e saturacdo da transferina (ST)

verificados no hemograma dos pacientes.
Valores Maximos | Valores Minimos Médias DP
VCM (fl) 93,17 56,25 78 10,24062
*81-95
HCM (pg) 32,73 16,45 25 4,401217
*26-34
Fe (ng/dL) 199 28 54,2 57,81484
*30-160
Ferritina (ug/dL)
*Homens: 30-300 Homens: 32,2 Homens: 18,2 Homens: 25,6 | Homens: 6,018
*Mulheres: 10-200 Mulheres: 74,8 Mulheres: 4 Mulheres: 30 | Mulheres: 28,83
ST (%) 36 9 20 10,83846
*20-45

* Valores de referéncia
Resultados e Discussdo 11




4.3 RESULTADOS SOCIOECONOMICOS

Nas tabelas 3 e 4, podemos analisar os valores de porcentagens dos grupos de
pacientes e dos doadores referentes a renda familiar mensal e ao nivel de
escolaridade que foram obtidos com a aplicacdo do questionario socioecondmico no

momento da coleta sanguinea:

Tabela 3 — Renda Familiar Mensal

Grupo
Pacientes  Controle
Até 1 sal. Minimo 44% 6%
1-2 sal. Minimos 20% 16%
2-3 sal. Minimos 6% 5%
3-4 sal. Minimos 6% 16%
+4 sal. Minimos 24% 57%

Tabela 4 — Nivel de Escolaridade

Grupo
Pacientes Controle
Fundamental 14% 10%
Médio 56% 36%
Superior 30% 54%

4.4 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O Projeto Genoma Humano tem cumprido o seu potencial para acelerar a
descoberta de genes subjacentes a doencas genéticas (NELSON; COX, 2014).
Descobertas de genes, tais como GRX5, DMT1 ou TMPRSS6, envolvidos na
deficiéncia de ferro, sugerem que esta condicdo possa ser mais frequente do que se
supunha (SAAD, 2010). Estas descobertas de novos genes que vém sendo
realizadas por diferentes pesquisas no campo da biologia molecular mostram que a

anemia ferropriva ndo é apenas de origem nutricional como se acretitava.
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Apesar de n&do havermos verificado na bibliografia estudos sobre a influéncia do
polimorfismo do gene MTHFR em pacientes com anemia por deficiéncia de ferro até
0 momento, podemos ressaltar que complicacdes gastricas estdo relacionadas a
baixa absorcdo de ferro da dieta. Desse modo, das mais variadas pesquisas
realizadas sobre o polimorfismo MTHFR, destacamos a de Miao et al. e seus dois
estudos na populacdo chinesa, o primeiro relacionado o polimorfismo com a
incidéncia de cancer de esbdfago e outro com o adenocarcinoma gastrico. Outra
importante pesquisa, foi a de Curtin et al. que observaram a existéncia da relagéo do
polimorfismo MTHFR do gene A1298C com o cancer de colén e concluiram, através

de seus resultados, que a presenca deste polimorfismo pode aumentar o risco.

Em um estudo realizado por Ueland et al. sobre as implicacbes clinicas do
polimorfismo MTHFR, relataram que este pode estar associado ao risco de diversas
doencas, possivelmente mediado pelo metabolismo alterado de folatos e
homocisteina. Assim, obtivemos dados inéditos referentes a populacdo amapaense
0s quais demostram uma frequéncia de 0,62 e 0,14 da mutacdo A1298C do gene
MTHFR para o grupo dos pacientes e grupo controle respectivamente. Estes dados
demostram uma frequéncia maior no grupo dos pacientes em comparagao ao do
grupo controle (4,43 vezes maior), sendo possivel haver uma relacdo do
polimorfismo A1298C com o desevolvimento da anemia ferropriva devido a
relugacédo deficiente de ferro no organismo pela producdo inadequada da enzima
MTHFR que é responsavel por atuar em diversas vias metabdlicas e,
consequentemente, estar relacionado ao metabolismo alimentar de proteinas, entre

elas a cisteina que € um dos fatores essenciais na regulacao do ferro.

Comparando nossos resultados ao de outro estudo, os dados obitidos na presente
pesquisa foram maiores que o encontrando em 1999 por Friedman et al. que
verificaram a frequéncia alélica de ambas as mutagbes pontuais no gene MTHFR,
A1298C e C677T, examinando seus efeitos nas concentracbes plasmaticas de
homocisteina total e a associacdo com o risco cardiovasculares em uma pesquisa
com judeus em Jerusalém. Os dados do estudo de Friedman et al. demonstraram

uma frequéncia de 0,34 para o gene MTHFR com o polimorfismo A1298C.

No estudo realizado por Glahn e Campen em 1997 sobre a adsorcao de ferro por
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cisteina e outros aminoacidos, foi visto que a cisteina e a cisteinil-glicina reduzida
aumentaram a solubilidade do ferro. Mas este efeito é diferente do provocado pela
vitamina C, que ao ser combinada com o ferro resulta em pH 2 com reducdo e maior
solubilizag&o do ferro no intestino. Através da pesquisa de Glan e Campen, pode-se
verificar a relacdo do polimorfismo do gene MTHFR com a dieta deficiente no
desenvolvimento da anemia que, por sua vez, é diretamente relacionada aos fatores
socioecondmicos.

De acordo com as andlises socioecondmicas verificadas nas tabelas 3 e 4, é
possivel ver que 44% dos pacientes tém renda familiar menor que um salério
minimo, enquanto no grupo controle € de apenas 6%. Portanto, pacientes de baixa
renda possuem maior probabilidade de desenvolver anemia pelo fato de né&o
conseguirem suprir as suas necessidades de ferro e de outros alimentos essenciais
por apresentarem uma situagdo econOmica precaria. Quanto a escolaridade
podemos verificar que a maioria dos pacientes relatou ter o ensino médio (56%) e no
grupo controle a maioria ensino superior (54%). Consequentemente, podemos
observar através dos nossos resultados dos dados socioeconbémico que a
escolaridade esta diretamente ligada a diferenca de renda encontrada entre os
grupos e ao compararmos estes mesmos resultados com o0s resultados
apresentados das andlises das amostras sanguineas, levaram a um pior quadro
clinico hematoldgico e pior prognostico em pacientes com polimorfismo A1298C do

gene MTHFR diagnosticados com anemia ferropriva.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Acreditamos que nossa pesquisa é essencial tanto na area da hematologia como
na da biologia molecular, principalmente por se tratar de um polimorfismo genético
que ainda ndo havia sido encontrado na literatura até momento em relacdo aos
casos de anemia ferropriva. Outra importancia diz respeito a compara¢cdo com as
questbes econbmicas e sociais, pois observamos que o0 levantamento
epidemioldgico sobre as condi¢des de vida dos pacientes com anemia ferropriva é
algo ainda néo realizado no estado do Amapa e de estrema relevancia em casos de

deficiéncia nutricional, como é no caso do ferro.

Assim, através das analises moleculares utilizando as técnicas de PCR e
eletroforese e a comparacdo com os dos dados hematoldgicos e do questionario
socioecondmico obtidos em nossa pesquisa, podemos concluir que os fatores como
renda e escolaridade levam a uma dieta nutricional insuficiente que pode piorar um
guadro de anemia ferropriva em pacientes com maior predisposi¢do genética devido
ao fato de apresentar polimorfismo A1298C do gene MTHFR em seu organismo, o
qual prejudica a regulacdo dos niveis de ferro, através do metabolismo da

homocisteina e da cisteina.

A deficiéncia de ferro leva a problemas fisicos e metais como fadiga, vertigem,
dificuldade de manter a temperatura corporal, mas também pode levar a
consequéncias clinicas irreversiveis como a dificuldade de aprendizado e
deformidades O6ssea em criangas. Portanto, os resultados encontrados em nossa
pesquisa iram enriquecer ainda mais o campo da prevencédo, diagndstico molecular
e, consequentemente, melhorar o tratamento dos pacientes com deficiéncia de ferro
causado por polimorfismo, através da correta suplementacdo de ferro alimentar e

intravenosa que € mais facilmente e rapidamente absorvida.
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ANEXOS E APENDICES

ANEXO A -TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar da pesquisa GENOTIPAGEM DO
POLIMORFISMO A1298C DO GENE MTHFR EM PACIENTES DO HEMOAP
DIAGNOSTICADOS COM ANEMIA FERROPRIVA sob a responsabilidade da
pesquisadora Profa. Dra. Deyse de Souza Dantas, a qual pretende realizar uma
pesquisa dos polimorfismos genéticos presentes na populacdo amapaense com
anemia ferropriva. A pesquisa sera administrada de acordo com a Resolucédo do
Conselho Nacional de Saude (CNS/MS) 466/12 que trata da pesquisa envolvendo

Seres Humanos.

Sua participacao € voluntaria e se dara por meio da coleta de sangue para analises,
do uso das informacBes clinicas do prontuario médico e do questionario
socioeconémicos para levantamento dos dados necessarios que embasardo a
investigacdo de polimorfismos genéticos. Os riscos decorrentes de sua participacao
na pesquisa sdo minimos, havendo pequenos riscos de lesbes no momento da
coleta. Se aceitar participar, estara contribuindo para a um diagnéstico mais eficiente
e melhora no tratamento de pacientes com anemia por deficiéncia de ferro. Se
depois de consentir em sua participacédo o Sr. (a) desistir de continuar participando,
tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem
nenhum prejuizo a sua pessoa. O (a) Sr (a) ndo tera nenhuma despesa e também

nao recebera nenhuma remuneragao.

Ressaltamos que os dados coletados serdao mantidos em absoluto sigilo. Para
qualquer outra informacdo, o (a) Sr. (a) poder4 entrar em contato com a
pesquisadora Profa. Dra Deyse de Souza Dantas, no endereco Rodovia Juscelino

Kubitschek KM 02, Bloco de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade, Macapa-
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AP CEP 68.903-419, pelo telefone (96) 98140-8273, com a pesquisadora Maria
Luisa Pradella Nogueira, no endereco Rodovia Juscelino Kubitschek KM 02, Bloco
de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude, Bairro Universidade, Macapa — AP CEP:
68.903-419, pelo telefone (96) 99563573, ou podera entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa — CEP/UNIFAP, Rod. Juscelino Kubitschek, KM-02, Bairro
Universidade, Macapa — AP CEP 68.903-419, Centro Integrado de Pesquisa da
Amazobnia — Unifap, pelo telefone (96) 4009-2804.

Consentimento Pds—Informacédo

Eu, , fui
informado sobre o que a pesquisadora quer fazer e porque precisa da minha

colaboracéo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em patrticipar do projeto,
sabendo que n&o vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento
€ emitido em duas vias que serao ambas assinadas por mim e pela pesquisadora,

ficando uma via com cada um de nés.

Assinatura do participante

Assinatura da Pesquisadora Responsavel
Impresséo do polegar

Data: / /
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ANEXO B — TERMO DE ASSENTIMENTO

TERMO DE ASSENTIMENTO

Convidamos para participar da pesquisa POLIMORFISMO GENOTIPAGEM DO
POLIMORFISMO A1298C DO GENE MTHFR EM PACIENTES DO HEMOAP
DIAGNOSTICADOS COM ANEMIA FERROPRIVA de responsabilidade da Profa.
Dra. Deyse de Souza Dantas. Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para

melhorar o tratamento das anemias no Amapa.

Vocé pode sair em qualquer momento da pesquisa. Suas informac¢des pessoais ndo
serdo divulgadas de acordo com a Resolugdo do Conselho Nacional de Saude
(CNS/MS) 466/12 que trata da pesquisa envolvendo Seres Humanos.

Para qualguer outra informacdo vocé pode procurar a pesquisadora Profa. Dra.
Deyse de Souza Dantas no endereco Rodovia Juscelino Kubitschek KM 02, Bloco
de Pés-Graduacdo, Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias da Saude, Bairro
Universidade, Macapa — AP CEP 68.903-419, pelo telefone (96) 98140-8273, ou
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa CEP/UNIFAP,
Rodovia Juscelino Kubitschek KM 02, Bloco de Pds-Graduacédo, Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias da Saude, Bairro Universidade, Macapa — AP CEP 68.903-
419 Rodovia Juscelino Kubitschek KM 02, Bloco de Pos-Graduacéo, Programa de
P6s-Graduagdo em Ciéncias da Saude, Bairro Universidade, Macapa — AP CEP
68.903-419, telefone (96) 4009-2804.

Consentimento Pds—Informacéo

Eu, Jfui

informado sobre o que a pesquisadora quer fazer e porque precisa da minha

colaboracéo, e entendi a explicagédo. Por isso, eu concordo em participar do projeto,
sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento
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€ emitido em duas vias que serdo assinadas por mim e pela pesquisadora, ficando

uma via com cada um de nés.

Assinatura do responsavel pelo participante

Assinatura da Pesquisadora Responsével

Data: / /

Impresséo do polegar
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ANEXO C — TERMO DE ANUENCIA

X

st INSTITUTO DE HEMATOLOGIA E

= HEMOTERAPIA DO AMAPA
G()VERNODC)ESTADO

TERMO DE ANUENCIA

Declaramos para devidos fins, que estamos de acordo com a execugao do
projeto de pesquisa que tem como tema “POLIMOSFISMO DO GENE TMPRSS6, EM
PACIENTES DO HEMOAP DIAGNOSTICADOS COM ANEMIA FERROPRIVA", referente
ao Programa de mestrado em ciéncias farmacéuticas da UNIFAP. Fara parte da referida
pesquisa, a aluna Maria Luisa Pradella Nogueira, a qual tera o apoio desta instituicdo e a
referida pesquisa sera realizada sob orientagéo da Professora Deyse de Souza Dantas.

Macaga, 1 outubro de 2016.

e Savio de Souza Guerreiro

oming o do HEMOAP.

D\re‘.cr-?res'\dam

Diretor Presidente

Nossa MISSAQ: Formular, coordenar ¢ desenvolver a Politica estadual de sangue humano prestando atendunen

hemoterdpico ¢ hematolégico com qualidade & rede de satide do Estado.
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ANEXO D — PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
AMAPA - UNIFAP asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: POLIMORFISMO DO GENE TMPRSS6 EM PACIENTES DO HEMOAP
DIAGNOSTICADOS COM ANEMIA FERROPRIVA

Pesquisador: MARIA LUISA PRADELLA NOGUEIRA

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

Versao: 2

CAAE: 61936616.6.0000.0003

Instituicao Proponente: Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacgéo
Patrocinador Principal: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.919.600

Apresentacao do Projeto:

A deficiéncia de ferro ou anemia ferropriva € uma preocupagéo global de saude, tendo como causa a perda
de sangue crénica ou ingestao de ferro inadequada. A anemia ferropriva € muitas vezes confundida com
outras anemias microciticas e em casos raros, a deficiéncia nao é suficientemente tratada pela
suplementacéo de ferro oral. Através da utilizac&o das técnicas de biologia molecular, foi possivel identificar
a anemia ferropriva refrataria ao ferro ou IRIDA. MutagGes no gene TPMRSS6 séo responsaveis por causar
IRIDA, originando diversos polimorfismos. O TMPRSS6E codifica a matriptase-2, uma protease de serina
produzida principalmente pelo figado e que regula a produgéo de hepcidina. Pacientes com IRIDA
apresentam aumento de hepcidina, causando uma diminui¢gdo do metabolismo de ferro e de suas
concentragdes. Nosso projeto de pesquisa tem por objetivo verificar o polimorfismo do gene TPMRSS6 em
pacientes com anemia devido a deficiéncia de ferro que realizam tratamento no Instituto de Hemoterapia e
Hematologia do Amapa — HEMOAP. Os resultados das analises realizadas por PCR serviram para um
melhor diagnostico e tratamento destes pacientes.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Enderego: Rodovia Juscelino Kubistcheck de Oliveira - Km.02

Bairro: Bairro Universidade CEP: 68.902-280
UF: AP Municipio: MACAPA
Telefone: (96)4009-2805 Fax: (96)4009-2804 E-mail: cep@unifap.br
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Determinar o polimorfismo do gene TMPRSS6 em pacientes identificados com anemia ferropriva que ndo

Continuagdo do Parecer: 1.919.600

respondem ao tratamento suplementar de ferro.
Objetivo Secundario:

a) |dentificar pacientes com o diagndstico caracteristico de anemia ferropriva que n3o respondem ao
tratamento de ferro oral, sera utilizada uma amostragem de 100 pacientes tratados no HEMOAP (Instituto de

Hematologia e Hemoterapia do Amapa);

b) Obter os dados de valores hematoldgicos destes pacientes (ferro sérico, ferritina e a saturacdo da

transferrina) e realizar analises moleculares através da utilizacdo da técnica de PCR;

¢) Verificar através da andlise de biologia molecular polimorfismo no gene TMPRSSE;

d) Demonstrar como vanantes do gene TMPRSS6 podem alterar a homeostase do ferro;

e) Realizar uma analise sobre outros fatores que podem agravar o quadro clinico;

f) Relatar se os resultados das analises moleculares auxiliaram no tratamento destes pacientes.
Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos podem ser considerados minimos frente aos beneficios proporcionados pela pesquisa.
Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante e exequivel.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

TCLE, termo de assentimento, questionario e termo de cooperacao institucional de acordo com a resolugdo

466/12-CNS.

Recomendagoes:

Apos realizadas as adequagdes, recomendo a aprovacao do projeto.
Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Projeto de acordo com a resolucdo 466/12-CNS.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situac3o
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 19/01/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_ 815163 pdf 01:33:37
Projeto Detalhado / | projeto_mestrado.doc 19/01/2017 |MARIA LUISA Aceito
Brochura 01:30:06 |PRADELLA

|Investigador NOGUEIRA
Enderego: Rodovia Juscelino Kubistcheck de Oliveira - Km.02
Bairro: Bawro Universidade CEP: 88.002-280
UF: AP Municipio: MACAPA
Telefone: (96)4009-2805 Fax: (98)4009-2804 E-mail: cep@uniap.br
PagraC2oe 03
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Continuagdo do Parecer: 1.919.600

AMAPA - UNIFAP

QOutros img002 jpg 19/01/2017 |MARIA LUISA Aceito
01:07:56 |[PRADELLA
NOGUEIRA
TCLE / Termos de  |tcle.docx 19/01/2017 |MARIA LUISA Aceito
Assentimento / 01:0501 [PRADELLA
Justificativa de NOGUEIRA
Auséncia
Folha de Rosto folharosto.docx 1071172016 |MARIA LUISA Aceito
02.21:13 |PRADELLA
NOGUEIRA
Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

MACAPA, 14 de Fevereiro de 2017

Assinado por:

Anneli Mercedes Celis de Cardenas

(Coordenador)
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APENDICE 1 — QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO

FICHA DE PARTICIPACAO DE PESQUISA

Nome:

Data de Nascimento: / /

E-mail:

Telefone: ( ) Celular: ( )

QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO DO PACIENTE

1. Género:

() Masculino () Feminino

2. Escolaridade (ou dos pais / responsaveis caso menor de idade):

3. Qual é a renda total mensal de sua familia? (Considere a soma de todos os
salarios dos membros de sua familia. SM = Salario Minimo Nacional)

( ) Até 1 SM ou até R$ 937,00.

( )De la?2SMoudeR$ 937,00 a R$ 1874,00.

( ) De 2,0a3,0 SMou de R$ 1874,00 a R$ 2811,00.

( ) De 3,0 24,0 SM ou de R$ 2811,00a R$ 3748,00.

() De 4,0 SM ou mais: R$ 3748,00.
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