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RESUMO

PANIZ, C. Efeitos do acido félico ndo metabolizado na metilacdo global do DNA,
na expressdo de RNAm dos genes de DHFR, MTHFR, interferon-y, TNF-a e
interleucina-8, e na citotoxicidade das células NK. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015

Com o inicio da fortificacdo de farinhas com acido félico (AF) no Brasil, a partir 2004,
a populacdo passou a estar exposta de modo compulsério a maiores quantidades
desta vitamina. Sabe-se que o AF na sua forma sintética pode nao ser completamente
convertido para formas metabolicamente ativas, levando ao aparecimento de uma
fracdo ndo metabolizada no organismo. Este fato € mais preocupante nos individuos
gue além da fortificacdo, fazem uso terapéutico dessa vitamina, como em pacientes
com anemias hemoliticas (esferocitose hereditaria (EH), B-talassemia heterozigética
(B-TH), entre outras). O objetivo desse estudo foi avaliar se as concentracdes séricas
de AF ndo metabolizado (UMFA) afetam a metilacdo global do DNA; a expresséo de
RNAm de genes da DHFR, MTHFR, interferon-y, TNF-a e interleucina (IL)-8; e a
citotoxicidade de células NK. Foram incluidos 27 pacientes com EH, 50 individuos
com [-talassemia heterozigética (B-TH) e 136 individuos saudaveis. Outros 30
individuos saudaveis foram incluidos num estudo de intervencdo com 5mg/dia de AF
durante 90 dias. Foram realizadas as analises de: acido folico sérico, eritrocitario e
UMFA, vitamina B12, homocisteina total; expressdes de RNAm dos genes de MTHFR,
DHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8; citotoxicidade das células NK; metilacdo global do DNA e
citocinas séricas IL6, IL-8, IL10, IFN-y e TNF-a. Resultados: Os pacientes EH
apresentaram maiores concentracoes de AF (sérico, eritrocitario e UMFA) que seus
controles, sendo que 55,5% (método microbioldgico) e 74,1% (método LC-MS/MS)
apresentaram concentracfes suprafisiologicas da vitamina, e 74,1% apresentaram
concentracbes aumentadas de UMFA. No grupo [B-TH foi observado maiores
concentracfes de folato eritrocitario comparado ao controle e 22% dos individuos
tinham concentracdes suprafisiologicas de AF. No estudo de intervencao, apos 45 e
90 dias de uso de AF as concentracdes suprafisiologicas estavam presentes em
93,3% dos individuos e 100% deles apresentavam concentracdes aumentadas de
UMFA. Nao foram observadas diferencas nas taxas de metilacdo global do DNA entre
os grupos EH e B-TH quando comparados aos seus controles e nao foi verificada
correlacdo entre metilacdo global e concentracdes de UMFA. Tanto EH quanto 3-TH
apresentaram maior expressdo de RNAm de IL-8, quando comparados aos seus
controles. No grupo de intervencdo houve maior expressao de IL-8 apés 45 dias de
uso de AF guando comparado ao periodo pré-intervencdo. Foi mostrada uma
correlacdo inversa entre as concentraces de folato eritrocitario com o nimero de
células NK no grupo EH e com a capacidade citotoxica das células NK no grupo total
(EH + controle). No grupo intervencdo foi observado menor numero e menor
capacidade citotoxica das células NK apds 90 dias de uso de AF. Conclusdes: O uso
de AF 5mg/dia foi associado com aumento expressivo das concentragdes de folato
sérico, eritrocitario, UMFA, na expressdo de RNAm de genes da citocina inflamatéria
IL-8 e reducdo do numero e da citotoxicidade das células NK. Dessa forma, altas
doses de AF podem resultar em alteracGes de componentes do sistema imune



podendo prejudicar os mecanismos de vigilancia celular das células NK. Os nossos
achados sugerem que € importante o acompanhamento terapéutico dos pacientes que
fazem uso de AF, especialmente aqueles individuos que fazem uso crbénico desta
vitamina por longo tempo, como 0s pacientes com anemias hemoliticas, mulheres que
desejam engravidar e gestantes.

Palavras-chave: acido félico ndo metabolizado, fortificacdo compulsoéria de farinhas,
metilacdo do DNA, expressdo de RNAm, citotoxicidade de células NK.



ABSTRACT

PANIZ, C. Effects of unmetabolized folic acid on global DNA methylation, on
MRNA expression of DHFR, MTHFR, interferon-y, TNF-a and interleukin-8 genes,
and on NK cells cytotoxicity. Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sao
Paulo, Sao Paulo, 2015

With the beginning of the fortification of flour with folic acid (FA) in Brazil, since 2004,
the population has been exposed compulsorily to larger amounts of this vitamin. It is
known that FA in its synthetic form can not be completely converted to metabolically
active forms, leading to the appearance of an unmetabolized fraction in the body. This
fact is more worrying in subjects beyond fortification, make therapeutic use of this
vitamin, such as patients with hemolytic anemia (hereditary spherocytosis (HS), B-
thalassemia heterozygotic (3-TH), among others). The aim of this study was to
evaluate if serum concentrations of unmetabolized FA (UMFA) affect the global DNA
methylation; mMRNA expression of DHFR, MTHFR, interferon-y, TNF-a and interleukin
(IL)-8 genes; and on cytotoxicity of NK cells. It was included 27 patients EH, 50
subjects B-TH and 136 healthy subjects. Another 30 healthy subjects were included in
an intervention study with 5 mg/FA daily during 90 days. Analyzes performed were:
serum and erythrocyte folate, and UMFA, vitamin B2, tHcy; mRNA expression of
MTHFR, DHFR, IFN-y, TNF-a and IL-8 genes; cytotoxicity of NK cells; global DNA
methylation and serum cytokines IL6, IL-8, IL10, IFN-y and TNF-a. Results: EH
patients presented higher FA concentrations (serum, erythrocytes and UMFA) than
controls ones, and 55.5% (microbiologic method) and 74.1% (LC-MS/MS method)
showed supraphysiologic concentrations of vitamin, and 74.1% presented increased
concentrations of UMFA. In B-TH group, it was observed higher erythrocyte folate
concentrations compared with the control and 22% of subjects had supraphysiological
concentrations of FA. In the intervention study, after 45 and 90 days of FA use,
supraphysiological concentrations were present in 93.3% of subjects and 100% of
them showed increased concentrations of UMFA. It was not observed differences in
global methylation of DNA between EH and B-TH groups when compared to their
controls and it was not observed significant correlation between global DNA
methylation and UMFA levels. Both EH and B-TH showed higher mMRNA expression of
IL-8 gene, when compared to controls. In the intervention group, there was higher
MRNA expression of IL-8 gene after 45 days of FA use when compared to pre-
intervention period. It was demonstrated an inverse correlation between erythrocyte
folate levels and the number of NK cells in EH group; and cytotoxic capacity of NK cells
on total group (EH + control). In intervention group, it was observed fewer number and
lower cytotoxic capacity of NK cells after 90 days of AF use. Conclusions: The use of
AF 5mg daily was associated with a significant increase in serum and erythrocytes
folate levels, accompanied by increase in UMFA levels, an increase in mRNA
expression of IL-8 gene, and reduction of the number and the cytotoxicity capacity of
NK cells. Thus, high doses of AF can result in modifications of the immune system
components, which may damage the cell surveillance mechanisms of NK cells. Our
findings suggest that is important the therapeutic follow up of patients that are using
AF, especially those subjects with chronic use of this vitamin, such as patients with
hemolytic anemia, women who wish to become pregnant and pregnant women.

Key-words: unmetabolized folic acid, mandatory flour fortification, DNA methylation,
MRNA expression, cytotoxicity of NK cells.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos pacientes com esferocitose hereditaria e seus
(oT0] 11 70] =TS 67

Tabela 2. Concentracdes das vitaminas e de homocisteina total nos grupos esferocitose
hereditaria € CONLIOIES ........c.uuiiiiiiiiie e e s e e e e e e e e e ae e e e e e e nnnnees 69

Tabela 3. Correlacdes de Spearman entre os valores de folato sérico determinados pelo
método microbioldgico e folato sérico total e suas formas determinados por LC-MS/MS ...71

Tabela 4. Consumo alimentar de pacientes com esferocitose hereditaria e seus controles

Tabela 5. Valores hematolégicos e bioquimicos dos pacientes com esferocitose hereditaria
€ SEBUS CONIIOIES ..iitiiiiiii ittt e et e et e et e eeeeee s e te b e eeesebesbatasaeeeeeseeesaraaes 75

Tabela 6. Concentracdes séricas de marcadores de processo inflamatério dos pacientes
com esferocitose hereditaria € SEUS CONLIOIES ............uvviiiiiiiiiiiiee e 76

Tabela 7. Modelos de regressao linear univariada para a variavel dependente Ln do
numero de células de NK nos grupos de pacientes com EH, em seus controles e no grupo
10 =1 PO PUPSP 77

Tabela 8. Modelos de regressdo linear univariada para a variavel dependente Ln da
atividade litica das células NK nos grupos de pacientes com EH, em seus controles e no
QIUPO TOTAD oo 78

Tabela 9. Modelos de regressdo linear univariada para a variavel dependente Ln da
capacidade citotoxica das células de NK nos grupos de pacientes com EH, em seus
CONLroles € NO grupPO tOLAI .......ccoiiiiiiii e e 79

Tabela 10. Regresséao Logistica multivariada para variavel dependente “ter maiores valores
de metilacido global do DNA” para grupo esferocitose hereditaria e seus controles ......... 82

Tabela 11. Correlagéo de Spearman entre os valores das expressfes dos genes da DHFR,
MTHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8 no grupo esferocitose hereditaria ...........ccccvvvvevvveevieeneeennnne. 84

Tabela 12. Correlagéo de Spearman entre os valores das expressfes dos genes da DHFR,
MTHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8 N0 grupo controle ............cccccoo i, 85

Tabela 13. Caracteristicas gerais dos pacientes com B-talassemia heterozigética e seus
(o0 11 10 1= PR RSURR 86

Tabela 14. Frequéncias de alteracdes moleculares encontradas nos individuos com -
talassemia heterozigOtica (N=50) ......ieiiiieiiiiiiiiiie e e ereeeereeeeereeeeesaresrresaresnes 87

Tabela 15. Concentragfes das vitaminas e de homocisteina total no grupo B-talassémicos
heterozigotos € N0 grupo CONLIOIE .......oiiiiiiiiiiiie ettt e eeeeeees 88

Tabela 16. Consumo alimentar de pacientes com [B-talassemia heterozigética e seus
o0 ] 0] 1T 89



Tabela 17. Valores hematolégicos e bioquimicos dos pacientes com [-talassemia
heterozigdtica € em SEUS CONLIOIES .........c..eeiiiiiiiiii i 90

Tabela 18. Concentragcdes de marcadores de processo inflamatério nos individuos [3-
talassémicos heterozigotos € SEUS CONLIOIES .....cccccovieiiiiiii e 91

Tabela 19. Modelos de regressao linear univariada para o Ln do nimero de células de NK
nos grupos de individuos com B-TH, em seus controles e no grupo total ........................ 93

Tabela 20. Modelos de regressao linear univariada para o Ln da atividade litica das células
NK nos grupos de individuos com B-TH, em seus controles e no grupo total .................. 93

Tabela 21. Modelos de regressao linear univariada para o Ln da citotoxicidade das células
NK nos grupos de individuos com B-TH, em seus controles e no grupo total .................. 94

Tabela 22. Regresséao Logistica multivariada para variavel dependente “ter maiores valores
de metilagado global do DNA” para grupo B-TH e em seus controles .........cccccvvvvevevennen. 97

Tabela 23. Regresséao Logistica multivariada para variavel dependente “ter maiores valores
de metilagado global do DNA” para grupo B-TH e em seus controles .........cccccevvvevvveennee. 97

Tabela 24. Correlagédo de Spearman entre os valores das expressdes dos RNAm de genes
do ciclo do folato (DHFR e MTHFR) e de citocinas inflamatérias (IL-8, IFN-y e TNF-a) no
grupo B-talassemia heterozigltiCa ...t 99

Tabela 25. Correlagédo de Spearman entre os valores das expressdes de RNAmM dos genes
do ciclo do folato (DHFR e MTHFR) e de citocinas inflamatorias (IL-8, IFN-y e TNF-a) no
Lo 8T oo T o0 11 £ ] = 100

Tabela 26. Modelos de regresséo linear univariada para a variavel dependente Ln dos
valores da expressdo de RNAm da DHFR nos grupos B-TH, controle e no grupo total ..101

Tabela 27. Modelos de regresséao linear univariada para a variavel dependente Ln dos
valores da expressdao de RNAm da IFN-y nos grupos B-TH, controle e no grupo total ...101

Tabela 28. Modelos de regressao linear univariada para a variavel dependente Ln dos
valores da expressdo de RNAm da MTHFR nos grupos B-TH, controle e no grupo total ..102

Tabela 29. Modelos de regressao linear univariada para a variavel dependente Ln dos
valores da expressdo de RNAm da TNF-a nos grupos B-TH, controle e no grupo total ...103

Tabela 30. Comparacdo entre variaveis hematologicas, bioquimicas, marcadores de
processo inflamatério e expressbes de RNAm entre os individuos com [-talassemia
heterozigotica segundo as concentracdes de folato SEriCO .......ceevvevviviviiiiriiiiiiiiiieee e, 104

Tabela 31. Caracteristicas gerais dos 30 individuos saudaveis incluidos no estudo
intervenc@o com 5mg/dia de ACidO fOlICO ........ccoviiiiiiiiiiiii e 105

Tabela 32. Concentracdes das vitaminas e de homocisteina total em 30 individuos

saudaveis antes da intervencao e apos 45 e 90 dias de uso diario de 5mg de acido félico

Tabela 33. Correlagbes de Spearman entre folato sérico determinado pelo método
microbioldgico e folato sérico e suas formas determinados por LC-MS/MS .................. 109



Tabela 34. Consumo alimentar dos individuos saudaveis antes e apds 45 e 90 dias de
intervenc@o com 5mg/dia de ACidO fOlICO ........cccuuuiiiiiiiiiii e 110

Tabela 35. Valores hematolégicos e bioquimicos nos individuos saudaveis nos trés
diferentes tempos de intervengdo com 5mg diaria de acido folico ..........cccccvvveeeeiniinnnene, 111

Tabela 36. Efeito da intervencdo com 5mg/dia de &cido félico nas concentracbes de
hemoglobina e folato sérico nos dois individuos que apresentaram leve anemia .......... 112

Tabela 37. Concentracdes de marcadores de processo inflamatério em 30 individuos
saudaveis antes e ap0s 45 e 90 dias de intervencao com acido folico 5mg/dia ............ 112

Tabela 38. Concentracdes de folato sérico e eritrocitario, UMFA, outras formas de folato,
vitamina B1, e homocisteina total em 77 individuos saudaveis, cujos valores de acido félico
nao metabolizado (UMFA) foram determinados ............ccceeeiieiiiiiieeeee e 117



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica do &cido fOlICO .........ccevvieiiiiii e 23

Figura 2. Estrutura quimica do diidrofolato, tetraidrofolato e 5-metil-tetraidrofolato. Este
ultimo apresenta cauda tetraglutamato, uma das formas de 5-metil-tetraidrofolato
encontrada na natureza e nas células de mamiferos ..........o.oouviiiie i, 24

Figura 3. Esquema de absor¢éo do folato presente naturalmente nos alimentos e do acido
félico proveniente dos alimentos fortificados ou da terapéutica ............ccooeeeeieiiiciicciien e 26

Figura 4. Metabolismo do fOlato ... e 27

Figura 5. Representagédo dos paises que estavam adotando a fortificacdo mandatéria de
alimentos com acido folico (em cinza) em 2014 ... 32

Figura 6. Interacao das células NK com receptores de inibigdo e de ativagcao. A densidade
de ligantes para estes receptores ira estabelecer se esta interagao levara ou nao ativagao
(o b= or = 11 = T L PR SOOPPPSPPRRRN 38

Figura 7. Representacado esquematica do processo de metilacdo do DNA, com a conversao
de citosina para metil-citosina pela acdo da DNA metiltransferase (DNMT) .................... 40

Figura 8. Exemplo de resultado da separacdo de populacdo de células NK usando
CILOMELIIA U@ FIUXO ...ttt ee e e e sttt be e ee e e e s aanees 56

Figura 9. Marcacdo das células K-562 com 3mM de DiO (perclorato de 3,3'-
dioctadeciloxacarbocianina), no analisador FACS Canto. Observa-se marcacao de 98,1%
das células pelo corante e baixa taxa de lise celular basal (0,7%) ......ccccccvvvviviiiniieiiiennnenn. 59

Figura 10. Analise do experimento de citotoxicidade, em citbmetro FACS Canto, mostrando
a distribuic@o das populacfes estudadas ..........cccccevveviiiiiiiiiiiiie 59

Figura 11. Exemplo de cromatograma obtido na determinacédo da taxa de metilacdo do
DNA, através da quantificagcdo de 5-metildeoxicitosina (5-mdC) ..........ccccceveriivirveeeeneennnnns 61

Figura 12. Concentracdes de folato sérico por método microbiolégico (A), folato eritrocitario
(B), folato sérico total por LC-MS/MS (C), &cido félico ndo metabolizado (D) e 5-metil-
tetraidrofolato (E) no grupo esferocitose hereditaria (EH) e controle ..........ccccceveeeeeiiinninnne 70

Figura 13. Concentracdes séricas de vitamina B1, (A) e plasmaticas de homocisteina total
(B) no grupo esferacitose hereditaria (EH) € controle ............cccccvuviieiiieivieeiieeieeeeeeeeviieeinens 70

Figura 14. Concentracdes de folato sérico por método microbiolégico (A), folato eritrocitario
(B), folato sérico por LC-MS/MS (C), acido folico ndo metabolizado (D) e 5-metil-
tetraidrofolato (E) em pacientes com esferocitose hereditaria segundo o uso terapéutico de
acido félico no momento da coleta de SANQUE .........ccooiiiiiiiiciic e 72

Figura 15. Concentracdes séricas de vitamina B12 (A) e plasmaticas de homocisteina total
(B) no grupo esferocitose hereditaria de acordo com o uso terapéutico diario ou ndo uso de
PP PP PP OPPRR 73



Figura 16. Numero de células NK (A); atividade litica das células NK (B); e capacidade
citotdxica das células NK (C) em individuos com esferocitose hereditaria (EH) e seus
Lod0] 11 70] == 76

Figura 17. Curva ROC para variavel dependente: ter maiores valores do Ln de metilagdo
global do DNA (= mediana) nos grupos EH e seus controles. As variaveis independentes
foram o consumo alimentar de folato (total ajustado para DFE, natural e sintético) .......... 80

Figura 18. Curva ROC para variavel dependente: ter maiores valores do LN de metilagao
global do DNA (= mediana) nos grupos EH e seus controles. As variaveis independentes
foram: folato sérico, eritrocitario, acido folico ndo metabolizado (UMFA) e 5-metil-
LU0 = V[0 ] 0] (0] F= Lo 1 PSPPSR 81

Figura 19. Expressdes do RNAm dos genes da DHFR (A), MTHFR (B), IFN-y (C), TNF-a
(D) e IL-8 (E) nos grupos de pacientes com esferocitose hereditaria (EH) e seus controles

Figura 20. Distribuicdo das concentracdes de folato sérico (A) e eritrocitario (B), vitamina
B12 (C) e homocisteina total (D) nos grupos B-talassemia heterozigética e controle ....... 88

Figura 21. Nomero de células NK (A); atividade litica das células NK (B); e capacidade
citotdxica das células NK (C) em individuos com B-talassemia heterozigética (B-TH) e seus
(o0 011 10 ] 1= PP PP PPPPPPRPRPR 92

Figura 22. Curva ROC para variavel dependente: ter maiores valores do Ln de metilacdo
global do DNA (= mediana) nos grupos B-TH e seus controles. As variaveis independentes
foram o consumo alimentar de folato (total ajustado para DFE, natural e sintético) .......... 95

Figura 23. Curva ROC para varidvel dependente: ter maiores valores do LN de metilacdo
global do DNA (= mediana) nos grupos B-TH e seus controles. As variaveis independentes
foram: folato sérico, eritrocitario, acido félico ndo metabolizado (UMFA) e 5-metil-
LEJ =T [ (0] 0] F= 1 (o PP P PP RPPSPRPP 96

Figura 24. Expressdo do RNAm dos genes da DHFR, MTHFR, IFNy, TNF-a e IL-8 nos
grupos de B-talassemia heterozigotica (B-TH) € cONtrole ......coovveveeiviiiieiiiiiiiiiiieiieeeee e, 98

Figura 25. Concentracdes de folato sérico (A), folato eritrocitario (B), acido félico ndo
metabolizado (UMFA) (C), vitamina Bi» sérica (D) e de homocisteina total plasmética (E)
em individuos saudaveis antes da intervencédo e apos 45 e 90 dias de uso diario de 5mg de
= TdTo [0 1 (o ] 1ot o N U PPPPR R UOPPPPPPRRN 107

Figura 26. ConcentracOes séricas de vitamina B12 (A) e de tHcy plasméatica (B) em
individuos saudaveis antes da intervencdo e apos 45 e 90 dias de uso diario de 5mg de
=TT [0 1 o ] 1ot o NS EPRR 108

Figura 27. Concentracdes séricas de IL-6 (A), IL-8 (B), IL-10 (C), interferon-y (IFN-y) (D),
TNF-a (E) e proteina C reativa ultra sensivel (PCR-us) (E) em individuos saudaveis antes
e apos 45 e 90 de intervengdo com 5mg diaria de 4cido fOlico .........ccccvvevvviiiiiiiiiiineenn. 113

Figura 28. Numero de células NK (A); atividade litica das células NK (B); e capacidade
citotdxica das células NK (C) em individuos saudaveis antes e apos 45 e 90 dias de
intervencéo com 5mg/dia de 4Cido fOlICO (AF) ....uueieeeiiiiieie e 114



Figura 29. Expressdes do RNAm dos genes de DHFR (A), MTHFR (B), IFN-y (C), TNF-a
(D) e IL-8 (E) de individuos saudaveis, antes e apos 45 e 90 dias de interven¢do com 5mg
(o F= T4 = W0 L= T= Vo o (o I8 {0 o R PR PRRSPSPRR 116



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Dados com exemplos de redugdes observadas na incidéncia de DFTN em alguns
paises incluindo o Brasil, apos o periodo de fortificacdo de farinhas com AF ................... 33

Quadro 2. Variagbes nos parametros laboratoriais conforme o quadro clinico da
esferocitose hereditaria ............uuuuiiiii i e e 43

Quadro 3. Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificagdo de regides do cluster [3:
localizagéo referente ao cluster  no cromossomo 11 (ID: UO1317) ..ccovveeeeiiiiiiiiiieeeens 52

Quadro 4. Caracteristicas dos ensaios Tagman® empregados para avaliagdo da expressao
dos genes DHFR, MTHFR, IFN-y, TNF-Q € IL-8 ........c.uuiiiiiiiiiiiiiiieeee e eie e ne e aaeaae e 53

Quadro 5. Caracteristicas dos ensaios Tagman® empregados para avaliacdo da expressao
dos genes de referéncia candidatos pela técnica de PCR em tempo real ........................ 54

Quadro 6. Esquema de preparacao das propor¢cdes células efetoras/ células alvo, para o
ensaio de citotoxicidade das CEIUIasS NK .........cc.uvieiiiiiiiie e 57

Quadro 7. Esquema de preparacdo dos controles para o ensaio de citotoxicidade das
(o= 1] = R AN | PP PPRURR P 58

Quadro 8. Resumo dos principais achados do estudo no Grupo Esferocitose Hereditaria
(=) PP 119

Quadro 9. Resumo dos principais achados do estudo no Grupo B-talassemia heterozigética
[ I ) TSRS 120

Quadro 10. Resumo dos principais achados do estudo de intervencédo diaria com 5mg de
AF dUFANTE 90 TIBS ...vvvveiiiiiiiiiiiieie ittt e et e e e e ettt e e ee e e e e e e st b ae e e e e e e e nnees 121



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AF — 4cido folico

B-TH - B-talassemia heterozigética

BSA — albumina de soro bovino

CHCM - concentragédo hemoglobinica corpuscular média
CMSP - células mononucleares do sangue periférico
DEPC — dietilpirocarbonato

DFE — equivalente de folato dietético

DFTN — defeitos de formacé&o do tubo neural

DHF — diidrofolato

DHFR — diidrofolato redutase

DiO - perclorato de 3,3’ -dioctadeciloxacarbocianina
EDTA — acido etileno-diamino-tetra-acético

EH — esferocitose hereditaria

FR — receptor de folato

GCPII- glutamato carboxipeptidase I

HbA2 — hemoglobina A2

HbF — hemoglobina fetal

HCM — hemoglobina corpuscular média

IC — intervalo de confianca

IFN-y — interferon-y

IL — interleucina

IMC — indice de massa corporal

K-562 — células de linhagem de eritroleucemia
LC-MS/MS — cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas
LDH - lactato desidrogenase

MMA — &cido metilmalbnico



MSM — multiple source method

MTHFR — metilenotetraidrofolato redutase
NDSR — Nutrition Data System for Research
PBS — tampéo fosfato-salino

PCFT - transportador de folato préton acoplado
PCR-us — proteina C reativa ultrassensivel

Pl — iodeto de propidio

QFA — questionario de frequéncia alimentar
QPA — questionario de propenséao alimentar
R24h — recordatorio alimentar de 24 horas
RDC — Resolucao da Diretoria Colegiada

RDW - Red cell Distribution Width, indice que quantifica a intensidade de anisocitose
RFC1 — carreador de folato reduzido

SAH — s-adenosilhomocisteina

SAM — S-adenosilmetionina

SFB — soro fetal bovino

tHcy — homocisteina total

THF — tetraidrofolato

TNF — fator de necrose tumoral

UL15% - unidade litica 15%

UMFA — acido félico ndo metabolizado (unmetabolized folic acid)
VCM - volume corpuscular médio

5-mdC - 5-metil-2’ -desoxicitidina



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...ttt ettt ettt ettt te et e et et e et e e e te et e eteete e eneene s 23
1.1 AbSOrga0 € MetabOliSIMO ....ccoveeiiiie e 25
1.2 Deficiéncia de fOlato .......i i 29
1.3 Fortificacao de farinhas com Acido fOlICO .............uvviviiiiiiiiii e 32
1.4 Uso terapéutico de Acido fOlICO.......cociiiiiiiiiiie e 34
1.5 Sobrecarga de ACIAO fOIICO ........coiiiiiiiiiiiiii e 34
1.6 Acido félico, células NK e componente inflamatorio...............c.ccceeeveveeeeeeeeecenenene,s 37
1.7 MetilaGa0 A0 DINA ...ttt ettt e e e e e e e e e eeeees 40
1.8 ESferocitoSe NereditArial............vvvvviiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeee ettt eeeees 42
1.9 B-Talassemia heterozigotiCa .........coooveiiii i 43

2 OBIETIVO GERAL ... e e e e e e e e aaa s 46
2.1 ObJetiVOS ESPECITICOS ...eiiiieiiiiiiiiiiiiie ettt 46

3 CASUISTICA E METODOS ......oouiitiiteieiet ettt sttt sttt ae sttt ettt an s 47
3L CASUISTICA .. 47

3.1.1 Pacientes com esferocitose hereditaria..............ccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 47
3.1.2 Individuos com B-talassemia heterozigotica............cccceeeviieiiiiiiiiii e, 47
3.1.3 Individuos saudaveis (CONLIOIES) .........couuuiiiiiii i e 47
3.1.4 Individuos saudaveis (estudo prospectivo com intervenc¢do com 5mg dia de acido
10 ] o ) IR 48
3.1.5 ASPECIOS EHICOS ...uveeviiieieie ettt s et e ettt s et eete e ste et e e e eresereesree e 48
.2 IMIBLOUOS ... 49
3.2.1 AMOSIIas BIOIOGICAS ......cccoiiiiiiiiiiie e e 49
3.2.2 Determinagé@o do hemograma e nimero de retiCuloCitos ...........ccceevveeeieiieeeneeeenn. 49
3.2.3 Concentracéo de proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us) e de lactato
(o LTS o o To =T g = ST (B 49
3.2.4 Determinacéo das concentracdes de folato sérico e eritroCitario.................euee.... 50
3.2.5 Determinacéo das formas de folato por LC-MS/MS ...........coovvviviiiiiiiiiiiiiiiieiieeenee 50
3.2.6 DeterminaGao de VIitaming Baz.........cuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 51
3.2.7 Determinacéo de homocisteina total -tHCY...........coovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 51
3.2.8 Determinacdo de hemoglobina fetal (Hb F) e hemoglobina A2 (Hb A2) ............... 51
3.2.9 Determinacéo das concentracdes séricas das citocinas inflamatérias ................. 51

3.2.10 Detecgao das mutagdes da B-Talassemia heterozigoética por PCR e
Y=o |8 1] o Tox F= 10 4 1= o (o TR 51

3.2.11 Isolamento de leucOCitoS MONONUCIEAIES. .......ccu e 52



3.2.12 Extrag8o de RNA tOtal..........coovviiiiiiiiii e 52

3.2.13 Sintese de DNA COMPIEMENTAT ........cciiieiiiiiiiiiiii e 53
3.2.14 Determinagéo de expressao de RNAM ...t 53
3.2.15 Escolha dos genes de referéncCial...........couuuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 54
3.2.16 Avaliacéo da citotoxicidade de células NK .............cccovvvviviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee 55
3.2.17 EXtrag8o de DINA ... 60
3.2.18 Avaliagéo da taxa de metilagdo global do DNA ...........cooiiviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeeee, 60
3.2.19 AvaliaGao antrOPOMELIICA........cuuveiiieiiee ettt e e e e e 62
3.2.20 Avaliago do consumo aliMentar..............uvuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 62
3.2.21 Caracterizacao geral dos individuos estudados ...............cceevvvvviiviiiiiiieiieeniennnne, 63
3.2.22 AnAlises EStatiStiCAS ..........cceviiiiiiiiiiiie e 63
4 RESULTADOS ..ottt et e e e et e e et e e et e e et e e et e e et e e eaa e eeraaaees 66
4.1 Estudo dos 27 pacientes com esferocitose hereditaria e seus 54 controles................ 67
4.2 Estudo dos 50 individuos com B-talassemia heterozigética e seus 100 controles ...... 86
4.3 Estudo com 30 individuos saudaveis submetidos a intervencdo com 5mg/dia de &cido
FOlICO. oo 105
4.4 Somente individuos saudaveis cujos valores de acido folico ndo metabolizado foram
ETEIMINATOS ... s 117
B DISCUSSAOD. .. ettt ettt et bbbttt 123
B CONCLUSOES. ...ttt ettt ettt 135
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ccvivettiteeteeieeee e ettt ete et eneans 136
APENDICES ...ttt ettt ettt 153

ANEXOS . ettt 173



23

1 INTRODUCAO

O folato, também conhecido como vitamina Bo, € uma vitamina hidrossoluvel
encontrada naturalmente em vegetais de folhas verdes, legumes, frutas citricas,
figado e outras carnes (Kim, 2007). Esta vitamina foi chamada inicialmente de fator
de Wills, em homenagem a médica inglesa que primeiro descreveu sua fungdo no
tratamento de anemia macrocitica em gestantes trabalhadoras da industria téxtil de
Bombaim, na década de 30 (Hoffbrand e Weir, 2001). Mais tarde, em 1941, esta
vitamina foi isolada das folhas do espinafre do qual deriva seu nome (do latim folium
- folha) (Ulrich e Potter, 2006). O termo folato € usado para designar compostos com
estrutura quimica semelhante ao acido félico, porém na forma de poliglutamato (com
2 a 8 residuos de acido glutdmico) que estao presentes naturalmente nos alimentos

(Talaulikar e Arulkumaran, 2011).

O &cido fdlico (AF) (forma monoglutamato) é a forma sintética, mais oxidada e
que possui maior estabilidade, usada em suplementos vitaminicos, na terapéutica e
na fortificacdo de alimentos (Eichholzer, Téonz e Zimmermann, 2006; Talaulikar e
Arulkumaran, 2011; Tam, O'connor e Koren, 2012). Quimicamente, consiste de um
anel de pteridina, uma molécula de acido p-aminobenzdico e uma molécula de acido
glutdmico (também chamado de acido pteroilglutamico) (Kim, 2007; Green, 2010;

Laanpere et al., 2010) (Figura 1).

Acido pteroico Acido glutamico

Anel pteridina PABA

COOH

Figura 1. Estrutura quimica do acido félico
Adaptado de Zhao, Matherly e Goldman, 2009
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Por outro lado, além de residuos glutamicos adicionais, os compostos naturais
de folato apresentam-se nas formas mais reduzidas diidro e tetraidro e possuem
unidades de um carbono adicionais, como metil (CH3-), metileno (-CH2-), formil
(-CHO) e metenil (=CH-), ligados aos atomos de nitrogénio N5 e N10 (Figura 2)
(Hoffbrand e Weir, 2001; Green, 2010; Laanpere et al., 2010). Estas formas reduzidas
sdo0 mais propensas a clivagem oxidativa da molécula na ligagdo C9-N10 produzindo
dois produtos de degradagéao, a pteridina e o p-aminobenzoilglutamato. Estas duas
moléculas, por sua vez, ndo apresentam atividade e ndo podem ser biologicamente

convertidas para as formas ativas (Murphy et al., 1978; Mckillop et al., 2002).

=
PNP.N¢: fre
H.N Ijl Na H ?H)
Diidrofolato coo-
) coo"

H

bl I

s Je ey H _cHN C—NH—CH
T/ | ¢ N (]'}H
AN -H [
HNTZ N N W CH,

Tetraidrofolato (]:00‘

OH ‘I""J , | ﬁ ?Oo Cauda poliglutamato
s Ja ey H _CH—N NH—CH
N/ A 2 |
1L, o coor
H, NN H CH, —C—NH—CH,
. . Il I
5-metil-tetraidrofolato o CH, coo"
CH—C—NH—CH,
I
0 CH, ?00'
CH;.—C—NH—TH;
; <
CH—C—0"

Figura 2. Estrutura quimica do diidrofolato, tetraidrofolato e 5-metil-tetraidrofolato.
Este ultimo apresenta cauda tetraglutamato, uma das formas de 5-metil-tetraidrofolato

encontrada na natureza e nas células de mamiferos
Adaptado de Zhao, Matherly e Goldman, 2009
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Desse modo, o folato de ocorréncia natural é bastante instavel, sofrendo rapida
oxidacdo em baixo pH e altas temperaturas e parte importante pode ser perdida
durante a cocgao, estocagem, processamento e preparacao dos alimentos (Institute
of Medicine, 1998). Ja a maior estabilidade do acido folico permite uma maior
resisténcia durante o processamento e cozimento e maior facilidade de estocagem,

sendo estavel por meses ou mesmo anos (Institute of Medicine, 1998).

O acido félico possui maior biodisponibilidade que o folato de fontes naturais,
sendo considerado que 0,5ug de AF equivale a 1ug de folato de fontes naturais
(Institute of Medicine, 1998). Isso acontece devido a liberagdo parcial do folato da
matriz dos alimentos; a destruicdo dentro do trato gastrointestinal e a hidrdlise
incompleta dos radicais poliglutamatos. Ja o acido félico ndo requer liberacdo das
estruturas dos alimentos; € menos suscetivel a destruicdo dentro do lumen
gastrointestinal e ja esta na forma monoglutamato o que facilita a absorc¢ao (Caudill,
2010).

1.1 Absorgao e metabolismo

No organismo, o principal local de absor¢céo do folato € o intestino delgado
(jejuno proximal) e sua absorcéo inicia-se dentro de minutos (Green, 2010). As formas
poliglutamato presentes na dieta ndo conseguem transpor a membrana celular e
precisam ser hidrolisadas a forma de monoglutamato pela enzima glutamato
carboxipeptidase Il (GCPII), presente nas membranas dos enterdcitos (Chandler,
Wang e Halsted, 1986).

Tanto o folato quanto o acido fdlico sintético entram nos enterdcitos através do
transportador de folato préton-acoplado (PCFT), o qual transporta formas oxidadas e
reduzidas com igual eficiéncia e funciona em pH préximo a 6; e também através de
difusdo passiva (Zhao, Matherly e Goldman, 2009; Green, 2010; Laanpere et al.,

2010), conforme mostrado na Figura 3.

Apos a absorgdo, o monoglutamato é reduzido (se necessario) e metilado,
aparecendo na circulagao principalmente na forma de 5-metiltetraidrofolato (5-metil-
THF) (Devlin et al., 2006; Kim, 2007; Green, 2010).



26

Lamen intestinal Superficie Superficie Veia mesentérica

apical Basal
Enterécito J

B

DIETA

AF

5-metil-THF

0

Figura 3. Esquema de absorg¢ao do folato presente naturalmente nos alimentos e do

acido folico proveniente dos alimentos fortificados ou da terapéutica

Os poliglutamatos sédo convertidos a monoglutamato pela enzima GCPII. As formas monoglutamato dos
alimentos e o acido fdlico sintético sao absorvidos através de transportadores PCFT. O acido félico é
convertido para THF pela diidrofolato redutase. Quando a enzima é saturada, parte do acido félico
sintético chega a circulagao sanguinea nao metabolizado. AF: acido félico; P-Glu: poliglutamato; M-Glu:
monoglutamato; GCPII: glutamato carboxipeptidase IlI; PCFT: transportador de folato préton-acoplado;
DHF: diidrofolato; THF: tetraidrofolato; DHFR: diidrofolato redutase; 5-metil-THF: 5-metil-tetraidrofolato.
Adaptado de Laanpere et al., 2010

O AF deve ser reduzido a tetraidrofolato, pela enzima diidrofolato redutase
(DHFR), antes da incorporagéo ao pool de folato ativo na célula (Troen et al., 2006;
Kalmbach, Paul e Selhub, 2011). Entretanto, quando ha excesso de ingestdo de AF
(>200 ug), ocorre saturagao da enzima DHFR, limitando a conversao para uma forma
fisiologicamente ativa e levando ao aparecimento de AF ndo metabolizado (UMFA —
unmetabolized folic acid) na circulagdo (Troen et al., 2006). As concentragdes
plasmaticas maximas de folato sdo atingidas entre 1 e 2 horas ap6ds a ingestao (Green,
2010).

O folato circulante é entdo, transportado pra dentro das células dos tecidos
periféricos através de duas familias de transportadores: o carreador de folato reduzido
(RFC1) e os receptores de folato (FR). O RFC1 funciona através de um mecanismo
de troca ibnica com maior afinidade pelas formas reduzidas de folato do que pelo acido
folico, tendo como condigdo favoravel de funcionamento o pH de 7,4. Os FR
funcionam por endocitose e apresentam uma alta afinidade pelo acido félico (Zhao,
Matherly e Goldman, 2009; Green, 2010; Laanpere et al., 2010).
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Embora a forma monoglutamato seja a unica transportada através da
membrana celular, uma vez dentro das células, ela é convertida para a forma
poliglutamato pela enzima folilpoliglutamato sintase, o que permite a retengcéo do
folato. Assim, no interior da célula, a forma poliglutamato é predominante (Kim, 2007).

Dentro da célula, o 5-metil-THF ¢é utilizado na remetilagdo da homocisteina,
gerando metionina e tetraidrofolato (THF), numa reacdo dependente de vitamina B12
(coenzima), vitamina B2 e da enzima metionina sintase. A metionina é entdo
convertida, pela enzima metionina adenosil transferase, a S-adenosilmetionina (SAM)
(Green, 2010), um doador universal de grupamentos metil, envolvida na metilagao de
DNA, RNA e proteinas, incluindo metilacédo de histonas (Selhub, 2002; Kim, 2005).
Um mapa metabdlico mostrando as reagdes em que o folato participa, bem como, as
vias de entrada da porgéo proveniente dos alimentos e da porc¢ao sintética no pool
celular é apresentado na Figura 4.

DHFR

Metionina

THF DHF «— PR = AF

e | St
pirimidinas

B2 _MS | serina |-

1 Homocisteina L

THF

e i
cHaX et 5,10-metilenoTHF
CBS Bs THF
Reacdes de \ MTHFD,
metilacao MTHF! — -m m
Cistationina B2 510-metilenoTHF MTHFD \ !

DNA S’
RNA t
. MTHFD .
Proteinas — Sintese de
ini GART i
Fosfolipideos Cisteina 10-formilTHF @j purinas

Figura 4. Metabolismo do folato

AF: acido félico; THF: tetraidrofolato; DHF: diidrofolato; SAM: s-adenosilmetionina; SAH: s-
adenosilhomocisteina; RFC: transportador de folato reduzido; FR: receptor de folato humano; B6:
vitamina B6; B12: vitamina B12; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; DHFR: diidrofolato redutase;
MTHFD: metilenotetraidrofolato desidrogenase; CBS: cistationina B-sintase; MS: metionina sintase;
MTs: metiltransferases; SHMT: serina metiltransferase; TS: timidalato sintetase; GART: glicinamida
ribonucleotideo  transformilase; AICARFT: 5-amino-imidazol-4-carboxamida  ribonucleotideo
transformilase; dUMP, deoxiuridina monofosfato; dTMP, deoxitimidina monofosfato; X: uma variedade
de substratos para metilagdo. Adaptado de Ulrich, 2005 e Williams et al., 2012
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No ciclo do folato, o THF recebe um grupamento metil da serina em presenca
de vitamina B6 formando 5,10-metileno-THF e glicina. O 5,10-metileno-THF pode: 1)
ser usado na sintese de timina (sintese do DNA), sendo convertido a DHF que
posteriormente sera reduzido a THF pela diidrofolato redutase (DHFR); 2) ser oxidado
para formil-THF e usado na sintese de purinas, podendo ser reduzido novamente para
THF por transformilases; ou 3) ser reduzido para 5-metil-THF, através da
metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR), e voltar para a rota da metilagdo da

homocisteina a metionina (Ulrich, 2005; Shenkin e Baines, 2008).

E importante destacar que na remetilagdo da homocisteina a metionina, o 5-
metil-THF é convertido a THF na dependéncia da vitamina B12, vitamina B2 e metionina
sintase. Desse modo, a deficiéncia de vitamina B12 impede a conversao do folato a
THF, ficando o mesmo sequestrado na forma de 5-metil-THF, metabolicamente
inaproveitado e nao reciclado para THF (Shenkin e Baines, 2008). Sendo esta
vitamina tdo importante como doadora de grupo metil, sua deficiéncia pode
comprometer diversas reagdes importantes para o organismo. Muitas enzimas sao
necessarias para o funcionamento normal do ciclo do folato. Entre estas, duas se
destacam por seu papel fundamental na conversao de diversos intermediarios do

metabolismo do um carbono, a MTHFR e a DHFR.

A MTHFR é uma enzima regulatéria no metabolismo do folato que catalisa a
converséo irreversivel do 5,10-metileno-THF em 5-metil-THF, usando NADPH como
cofator. O 5-metil-THF sera usado como doador de metil na remetilagdo da
homocisteina para metionina (Ulrich, 2005; Devlin et al., 2006). A reducédo de sua
atividade leva a produgao deficiente de 5-metil-THF interferindo na conversao de
homocisteina a metionina. Um polimorfismo comum no gene da MTHFR ocorre na
posicao 677, com a substituicdo de uma citosina por uma timina, leva a redugao na
atividade da enzima e aumento da concentracdo de homocisteina plasmatica (Frosst
et al., 1995; Pereira et al., 2004). Foi descrito que a reducao na atividade da enzima
MTHFR compromete também as rotas de sintese e metilacdo do DNA (Lee et al.,
2011).

A DHFR é uma enzima que converte o DHF formado durante a sintese de
timidina para THF (Ulrich, 2005; Shenkin e Baines, 2008) usando NADPH como
cofator. A sintese adequada de THF é necessaria para a posterior geragao de 5-metil-
THF, dando continuidade as reagdes de metilacdo (Kalmbach, et al., 2008). A
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importancia da DHFR na manutencdo da homeostase do folato faz dela um importante
alvo para as drogas citostaticas, como o metotrexato. A inibicdo da enzima por estas
drogas limita as concentragdes de THF e diminui a sintese do DNA, reduzindo, dessa

forma, a proliferacéo celular (Banerjee et al., 1995).

Esta enzima também desempenha importante atividade na conversao do AF
sintético presente nos suplementos e alimentos fortificados, para a forma
fisiologicamente ativa de folato, o DHF, permitindo assim, o uso desta vitamina pelas
células (Kalmbach, et al., 2008; Bailey e Ayling, 2009). A redugao na expressao da
enzima DHFR ou de sua atividade pode ter impacto importante no aproveitamento do
AF sintético (Troen et al., 2006), e pode ser uma causa importante de aumento do

UMFA na circulagado sanguinea (Smith, Kim e Refsum, 2008).

1.2 Deficiéncia de folato

Concentragao de folato sérico inferior a 3,0ng/mL (6,8 nmol/L) é considerada
deficiéncia de folato. No entanto, valores inferiores a 6,0 ng/mL (ou < 13,6 nmol/L) sao
considerados como duvidosos, ou provavel deficiéncia de folato. Marcadores
funcionais da deficiéncia de folato tem sido utilizados, adotando concentragao sérica
da vitamina <5,0 ng/mL, de homocisteina total (tHcy) >13,9 uymol/L e de acido
metilmalénico (MMA) < 271 nmol/L (Guerra-Shinohara et al., 2007).

A deficiéncia de folato ocorre devido a baixa ingestdo alimentar, ao aumento de
consumo pelo organismo, a ma absorgdao, ao aumento da excregao renal e ao
alcoolismo crénico (Green, 2010; Hamid, 2012). Doengas que cursam com intensa
divisdo celular e renovacgao tecidual, como as anemias hemoliticas crbnicas, as
neoplasias mieloproliferativas e outras doengas malignas, além de algumas condi¢cbes
inflamatdrias, como a doenca celiaca, podem levar a deficiéncia de folato (Roddie e
Davis, 2009). Alguns tecidos do organismo apresentam necessidades aumentadas de
folato, devido as altas taxas de metabolismo, renovacao e producéo celulares, como
a medula Ossea, a pele e o intestino. A realizacdo de dialise pode levar a perda

aumentada de folato (Vannucchi e Monteiro, 2010).

Os grupos populacionais mais suscetiveis a caréncia de folato sdo as mulheres
jovens em idade fértil, cujas dietas sdo geralmente pobres em micronutrientes e tem

aumento das exigéncias de nutrientes durante a gravidez e lactagdo (Waddell, 2012;
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WHO, 2015); lactentes e criangas jovens devido as exigéncias nutricionais pelo rapido
crescimento (Waddell, 2012); idosos, devido a presenga de gastrites atroficas (que
afetam 20-50% dos individuos com mais de 60 anos de idade) (Selhub et al., 2000),
perda de apetite, disfagias e problemas de dentigdo/mastigacéo, depresséo e perdas
cognitivas, fatores normalmente associados ao envelhecimento (Mudge et al., 2011,
Araujo et al., 2015); além de pessoas economicamente desfavorecidas, devido a

dietas mais pobres em alimentos fontes de AF (Garcia-Arias et al., 2003).

Concentrag¢des muito baixas desta vitamina levam ao aparecimento de anemia
megaloblastica, caracterizada por eritrocitos macrociticos, pancitopenia e neutréfilos
hipersegmentados na circulagao periférica (Malvezzi e Zago, 2001). A deficiéncia de
folato € associada com aumento das concentracdes de homocisteina e este aumento,
por sua vez, é fator de risco para doenga cardiovascular (Wald, Law e Morris, 2002) e
acidente vascular cerebral (Casas et al., 2005). Além disso, a hiperhomocisteinemia
tem sido associada com deméncia (Boushey et al., 1995; Blount et al., 1997b; Kim,
2003; 2007), doenca de Alzheimer (Seshadri et al., 2002), e transtornos depressivos
(Coppen e Bolander-Gouaille, 2005).

Durante a deficiéncia de folato, ocorre incorporagdo de uracila no lugar de
timina no DNA, uma vez que o folato € necessario para a sintese desta ultima, o que
leva a instabilidade gendémica (Fenech, 2010). Também ocorrem alteragdes na
metilacdo do DNA, ocasionando hipometilagdo de alguns genes (Pogribny et al., 1995;
Jacob et al., 1998a; Liu et al., 2007) e hipermetilagdo em outros (Jhaveri, Wagner e
Trepel, 2001; Pogribny e James, 2002; Motiwala et al., 2003). As alteracbes da
expressao génica e a instabilidade gendmica podem aumentar o risco de cancer
(Blount et al., 1997a; Choi e Mason, 2002).

A deficiéncia de folato durante a gestacao foi associada com descolamento
prematuro da placenta, pré-eclampsia, abortos espontaneos, partos prematuros,
defeitos cardiacos congénitos, baixo peso ao nascer (Molloy et al., 2008) e,
especialmente, com defeitos de fechamento do tubo neural (DFTN) (Hibbard, Hibbard
e Jeffcoate, 1965; Kim, 2003; Ulrich e Potter, 2006; Kim, 2007), além de labio leporino
e fenda palatina (Bower e Stanley, 1989).

Os DFTN séo as principais anomalias congénitas do sistema nervoso central,

constituindo um importante problema de saude publica em termos de mortalidade,
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morbidade, custo social e sofrimento humano (Institute of Medicine, 1998; Mitchell et
al., 2004; Gomes, Lopes e Pinto, 2015). Sao causados por falhas no fechamento do
tubo neural entre a 21° e 28° dias apds a concepcdo. Os defeitos variam desde
anencefalia, até encefalocele e espinha bifida, as quais sdo mais variaveis na
gravidade dos efeitos (Blencowe et al., 2010; Cordero et al., 2015). A anencefalia é
invariavelmente associada com feto natimorto, morte neonatal ou ocasionalmente, pés
natal. A encefalocele e espinha bifida podem ser associadas com morte neonatal ou
na infancia, ou com danos graves, 0s quais requerem corre¢do cirargica. Entretanto,
muitas vezes mesmo com cirurgia, a espinha bifida € associada com mortalidade

prematura e alto grau de desabilidades (Blencowe et al., 2010).

No mundo, a prevaléncia de DFTN é estimada em mais de 300.000 novos
casos por ano, com mais de 40.000 mortes e altas taxas de incapacitacdo (Rosenthal
et al., 2013). No Brasil, sdo escassas as publicacdes sobre a prevaléncia dos DFTN.
Estima-se que esteja proximo de 1,6 casos para cada 1.000 nascimentos (Santos e
Pereira, 2007; Pacheco et al., 2009).

Diversos estudos tém demonstrado a associacéo entre DFTN e deficiéncia de
folato e foi demostrado que a suplementacdo com AF pode prevenir até 2/3 dos DFTN
(Folic acid and neural tube defects, 1991; Blom et al., 2006; Who, 2015). Por isso, é
recomendado que mulheres em idade fértil que planejam engravidar ingiram 400 ug
por dia de folato da dieta ou AF (Institute of Medicine, 1998; Obeid et al., 2011,
Jagerstad, 2012). Como a necessidade de folato para prevenir DFTN ocorre nas
primeiras semanas de concepc¢do (entre o 22° e o 28° dia apds a concepgao), €
interessante iniciar a suplementacéo pelo menos 1 més antes de engravidar (Nasser
et al., 2005). Entretanto, como muitas das gestacbes ndo sdo planejadas, a
suplementacdo acaba acontecendo tarde demais e campanhas informando as
mulheres sobre a necessidade de suplementacdo precoce com AF ndo tem tido éxito
(Jagerstad, 2012). Especificamente no Brasil, estudos transversais demonstraram que
a ingestédo de folato pelas gestantes, quando avaliado o periodo pré-fortificacdo de
farinhas com AF, era inadequado (Lima, Saunders e Ramalho, 2002; Azevedo e
Sampaio, 2003; Fonseca et al., 2003).
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1.3 Fortificac&o de farinhas com acido félico

Visando reduzir a deficiéncia de folato e, principalmente, diminuir a incidéncia
de DFTN, diversos paises adotaram a fortificacdo de alimentos com o objetivo de
aumentar a ingestao diaria de AF pela populagao, principalmente pelas mulheres em
idade reprodutiva (Eichholzer, Tonz e Zimmermann, 2006; Pacheco et al., 2009;
Jagerstad, 2012). Na Figura 5 é mostrado um mapa-mundi com os paises que
estavam adotando politicas de fortificagdo mandatéria de alimentos (farinhas ou arroz)
em 2014.

Figura 5. Representacédo dos paises que estavam adotando fortificagdo mandatéria

de alimentos com acido fdlico (em cinza) em 2014
Adaptado de Food Fortification Initiative. Disponivel em: http://www.ffinetwork.org/global_progress/index.php

Nos Estados Unidos, a fortificagao de AF iniciou em 1998, seguida pelo Canada
e Chile (Nazer, Lopez-Camelo e Castilla, 2001; Neuhouser e Beresford, 2001). Ja no
Brasil, a fortificagdo mandatéria teve inicio a partir de julho de 2004, apds a publicagcao
da RDC n° 344 de 13 de dezembro de 2002, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Ficou estabelecido que as farinhas de trigo e milho fossem fortificadas com
150 ug de AF e 4,2 mg de ferro para cada 100 g de farinha (Brasil, 2002).

Estima-se que a populagdo dos paises que adotaram a fortificacdo tenha
dobrado o consumo habitual de AF, o que implicou em um aumento drastico nas

concentragbes plasmaticas de AF. Este aumento vem atingindo especialmente
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criangas e idosos, grupo da populagdo que apresenta habitos de alto consumo de

paes e/ou suplementos alimentares (Smith, Kim e Refsum, 2008).

Dessa forma, a fortificacdo das farinhas com AF tem levado a reducdo da
incidéncia de DFTN em diversos paises (Honein et al., 2001; Eichholzer, Tonz e
Zimmermann, 2006; De Wals et al., 2007; Castillo-Lancellotti, Tur e Uauy, 2013). No
Quadro 1 sdo apresentados dados de redugcdo de DFTN em alguns paises incluindo

o Brasil, apds o periodo de fortificacdo de farinhas com AF.

Quadro 1. Dados com exemplos de redugdes observadas na incidéncia de DFTN em

alguns paises incluindo o Brasil, apds o periodo de fortificagdo de farinhas com AF

Pais % de redugao nos Periodo pré- Periodo pos- Referéncia
casos de DFTN fortificacao fortificacao

Brasil 35 2001-2003 2006-2008 (Fujimori et al., 2013)

Chile 55 1999 2009 (Castillo-Lancellotti,
Tur e Uauy, 2013)

Costa Rica 58 1997 2009 (Barboza Arglello e
Umahfa Solis, 2011)

Canada e EUA 30-50 - - (Jagerstad, 2012)

Todavia, tanto a fortificacdo de farinhas, quanto o consumo de polivitaminicos
sem prescricdo em muitos paises contribuiram para aumentar ainda mais a ingestao
de AF (Bailey e Ayling, 2009), o que pode levar ao aparecimento de concentragdes
suprafisiolégicas de folato sérico, caracterizada por concentragdes superiores a
45nmol/L (Dary, 2009) ou concentragdes elevadas de UMFA (maior que 1,35nmol/L)
(Kalmbach et al., 2008). Apos a fortificacdo com acido fdlico, concentracbes
suprafisiolégicas foram encontradas em 23% da populag&o norte-americana, em 43%

de criangas menores de 5 anos e em 38% dos idosos (Smith, Kim e Refsum, 2008).

No Brasil, observou-se aumento de 57% e 174% nas concentracdes de folato
sérico entre os periodos pré e pos-fortificagao, respectivamente para o grupo criangas

e adolescentes e para o grupo adultos (Britto, Cangado e Guerra-Shinohara, 2014).
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1.4 Uso terapéutico de acido félico

O tratamento para a deficiéncia de folato é realizado com uso de AF em doses
que variam de 1 a 5mg/dia por via oral (Green, 2010). O AF é normalmente prescrito
a pacientes que apresentam aumento na eritropoese, tal como ocorre em anemias
hemoliticas entre as quais a esferocitose hereditaria (EH), talassemias e outras
anemias (Malvezzi e Zago, 2001; Perrotta, Gallagher e Mohandas, 2008). E como ja
discutido anteriormente, é indicado também para todas as mulheres que desejam

engravidar (Institute of Medicine, 1998).

Para gestantes que apresentam fatores de risco, entre eles historia prévia de
gestacdo acometida por DFTN, a Organizacdo Mundial da Saude recomenda
4.000ug/dia (CDC, 1991), enquanto que o Ministério da Saude no Brasil, recomenda
0 uso de 5mg de AF por dia a todas as mulheres que desejam engravidar,
independentemente de ter tido caso DFTN (Ministério da Saude, 2006).

No Brasil, sdo escassas as informacdes sobre as concentragdes de folato tanto
em pacientes com EH, como naqueles com traco talassémico. Mesmo na literatura
internacional dados de concentracbes de folato em pacientes com EH e trago

talassémico sao raros na era pos-fortificagdo de alimentos.

E importante mencionar que no Brasil, a maioria das formulages contendo
acido félico contém 5 mg desta vitamina, a qual é mais utilizada na clinica tanto para
portadores de EH quanto para talassémicos. Os riscos do tratamento com doses

elevadas de AF (de 5mg de AF/dia) nao estdo completamente elucidados.

1.5 Sobrecarga de acido félico

Com a efetivacao da fortificagdo das farinhas com AF em varios paises tem sido
discutido os riscos do aparecimento de concentracbes elevadas de UMFA no
organismo (Kim, 2007; Mason et al., 2007; Solomons, 2007; Kalmbach, et al., 2008;
Smith, Kim e Refsum, 2008; Houghton, Yang e O'connor, 2009).

O AF sintético somente sera incorporado as células quando reduzido pela
DHFR (Kalmbach, et al., 2008). Assim, a baixa atividade da DHFR ou a saturagéo
desta enzima podem ser fatores limitantes para a reducao do AF em pessoas que

consomem quantidades superiores a ingestao toleravel de 1 mg/dia da vitamina,
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levando ao aparecimento de UMFA na circulagao sanguinea (Wright, Dainty e Finglas,
2007, Bailey e Ayling, 2009).

Em humanos, a expressdao e atividade da DHFR em hepatocitos &
relativamente baixa e a ingestdo de quantidades aumentadas de AF poderia levar a
sua saturacao (Kelly et al., 1997; Sweeney et al., 2003; Sweeney et al., 2006). Foi
demonstrada a presenga de UMFA em amostras de plasma colhidas em jejum apés 8
a 14 semanas de suplementacdo com 400ug/dia de AF. Isso sugere que a ingestao
diaria de mais de 400ug/dia de AF satura ndo somente a atividade da DHFR hepatica,
mas também a absorcéo pelas células dos tecidos periféricos e o clearence renal

(Tam, O'connor e Koren, 2012).

Em estudo norte americano com mulheres na menopausa, na era pos-
fortificagao, foi detectado UMFA em cerca de 78% dos individuos apds uma noite de
jejum (Troen et al., 2006). Entretanto, muito pouco € conhecido sobre 0 metabolismo
e os efeitos bioldgicos da presengca de UMFA no organismo, especialmente em altas

concentragbes (Bailey et al., 2010).

Tem sido sugerido que o AF em excesso poderia interferir no metabolismo, no
transporte celular, e nas fungdes regulatérias que o folato natural exerce no organismo
por competir com as formas reduzidas pela ligagdo com enzimas, proteinas
transportadoras e proteinas ligadoras. Um exemplo € o plexo coroide cerebral, no qual
o transporte de folato é feito pelos receptores de folato (FR), os quais exibem uma
maior afinidade pelo AF do que por metil-THF. Em uma situagdo de altas
concentragdes de UMFA, o transporte de metil-THF para essa regiao cerebral ficaria
limitado (Smith, Kim e Refsum, 2008). O mesmo poderia acontecer em outros tecidos,
nos quais o FR é bastante expresso, como o epitélio renal, retina e placenta (Salazar
e Ratnam, 2007; Zhao, Matherly e Goldman, 2009). Foi descrito ainda, uma inibigao
dos transportadores de folato na membrana de células intestinais e renais cultivadas

com excesso de AF (Ashokkumar et al., 2007).

Como mencionado anteriormente, o DHF é um intermediario na conversio de
AF para THF. Altas concentragbes de AF poderiam teoricamente levar ao acumulo
desse intermediario. O DHF em excesso, na forma poliglutamato, inibe a enzima
timidilato sintase e, consequentemente, a formagao de deoxitimidilato necessaria para

a sintese de DNA. O DHF também inibe a enzima purina sintase (Allegra et al., 1985)
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e €& também um potente inibidor da MTHFR (Matthews e Baugh, 1980), podendo,
portanto, reduzir a formacdo de 5-metil-THF e levar a diminuicdo da sintese de

metionina (Smith, Kim e Refsum, 2008).

Acredita-se também, que a presenca de altas concentragcdes de AF circulante
possa mascarar uma deficiéncia de vitamina B12 levando ao agravamento dos danos
neuroldgicos associados com uma prolongada deficiéncia da mesma (Reynolds, 2002;
Morris et al., 2007). Em estudo que avaliou 3.718 idosos, com um acompanhamento
médio de 5,5 anos, Morris e colaboradores demonstraram que os individuos com
maior ingestao de folato apresentaram maior taxa de declinio cognitivo, sugerindo que
0 excesso de AF por meio de multivitaminas e alimentos fortificados poderia ter efeitos

nocivos na saude de idosos (Morris et al., 2005).

Outro importante aspecto, relacionado com o UMFA, é seu efeito sobre as
células natural killer (NK). Foi demonstrado que a citotoxicidade das células NK de
idosas com altas concentragdes plasmaticas de UMFA estava diminuida,
independentemente das concentragdes de folato total e de 5-metil-THF (Troen et al.,
2006). As células NK sao importante componente da resposta imune nao especifica,
sendo consideradas a primeira linha de defesa do sistema imune contra
carcinogénese. A diminui¢ao da citotoxicidade das células NK pode aumentar o risco
ou gravidade de infec¢des e foi associada com aumento futuro da incidéncia de cancer
(Imai et al., 2000). O efeito do AF sobre a citotoxicidade de NK in vivo poderia ser uma
via pela qual o excesso de AF promoveria lesdes malignas e pré-malignas, pela

reducédo da vigilancia contra células tumorais (Troen et al., 2006).

O papel do AF no cancer tem sido muito discutido na literatura, mostrando que
esta vitamina apresenta agdes paradoxais na carcinogénese, dependente da dose e
do momento da intervencao (Kim et al., 1996; Song, Medline, et al., 2000; Song, Sohn,
et al., 2000; Kim, 2006b; 2007; Lindzon et al., 2009). Alguns estudos mostraram os
efeitos benéficos do AF no processo carcinogénico em diferentes 6rgaos (Choi e
Mason, 2002; Larsson, Giovannucci e Wolk, 2004; Sanjoaquin et al., 2005; Ericson et
al., 2007); no entanto, outros sugerem que a suplementagdo com AF pode aumentar
o risco de desenvolvimento do cancer e acelerar a progressao tumoral, principalmente
se a vitamina for administrada em concentracdes elevadas ou se o tratamento for
iniciado apds a presenca de lesdes pré-neoplasicas (Kim, 2004; 2006a; b; Cole et al.,
2007; Ulrich e Potter, 2007).
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Também foi postulado que a presengca de UMFA poderia interferir nos
tratamentos com medicacdo antifolato como os usados contra malaria, artrite

reumatoide, psoriase e cancer (Smith, Kim e Refsum, 2008).

1.6 Acido félico, células NK e componente inflamatorio

As células NK sao linfécitos produzidos na medula 6ssea e compreendem de 5
a 10% do total dessas células no sangue periférico (Trinchieri, 1989). As células NK
fazem parte da resposta imune nao especifica e podem destruir uma variedade de
células anormais ou infectadas por virus sem sensibilizagcao prévia. Além disso, elas
podem destruir células tumorais, evitanto o crescimento e disseminagao de tumores,
participando da vigiancia contra células tumorais e também células alogénicas (Troen
et al., 2006; Vivier et al., 2008; Levy, Roberti e Mordoh, 2011).

Quando as células NK detectam células infectadas por virus ou tumorais, elas
as destroem por indugao da apoptose e sinalizam outras células com liberacdo de
citocinas (Romagné e Vivier, 2011). O sistema de detecgéo usado pelas NKinclui uma
variedade de receptores estimuladores destas células (receptores de ativagao) e
inibidores da reactividade das mesmas (receptores inibitérios) (Vivier et al., 2008;
Vivier et al., 2011). Quando uma célula NK encontra uma célula saudavel, em
condi¢gbes normais, predominam os sinais inibitérios sobre os sinais ativadores e,
dessa forma, a NK ndo é ativada. Entretanto, quando uma célula infectada é
encontrada, os sinais ativadores predominam e a célula NK é ativada, levando a lise
da célula-alvo ou a producao de citocinas (Figura 6). O reconhecimento das células
estranhas ou das células proprias alteradas acontece via molécula do Complexo
Principal de Histocompatibilidade de classe | (MHC 1) e seus receptores de ativagao

(Vivier et al., 2008; Ljunggreen e Karre, 1990).

O teste de citotoxicidade das células NK in vitro se baseia neste principio: as
células NK, em contato com células tumorais (como por exemplo, células de linhagem
de eritroleucemia - K-562), ndo reconhece o MHC | destas células e tem seus

receptores de superficie ativados, levando a apoptose das células alvo.
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Figura 6. Interacdo das células NK com receptores de inibicdo e de ativacédo. A
densidade de ligantes para estes receptores ira estabelecer se esta interagao levara

ou nao ativacao da célula NK

MHC: complexo principal de histocompatibilidade; KIR: killer immunoglobulin-like receptor. Adaptado
de Romagné e Vivier, 2011

A atividade das células NK é mediada principalmente por meio da liberagao de
granulos citotdéxicos contendo perforina e granzimas, e através da expressao de
moléculas da superficie celular, tais como o ligante FAS (Lanier, 2005; Orange, 2008).
A perforina facilita a entrada de granzimas para dentro da célula-alvo, ativando

caspases e induzindo a apoptose das mesmas (Sun e Lanier, 2011).

E importante notar que as células NK s&o as maiores produtoras de algumas
citocinas tais como interferon-y (IFN-y) em muitas condigdes fisioldgicas e patoldgicas.
Elas também produzem variedade de citocinas inflamatérias e imunossupressoras,
como o TNF-a e IL-10, respectivamente, além de fatores de crescimento (Vivier et al.,
2011).

Os interferons sdao amplamente reconhecidos por serem parte integrante da
resposta imune inata a infecgdes virais (George et al., 2012). Entre eles, o IFN-y é a
principal citocina ativadora de macréfagos e exerce fungdes criticas na imunidade
inata e na imunidade adaptativa mediada por células (Ohtoshi et al., 1991). Além de
ser produzido por células NK, é também secretado por células T em certas condi¢cdes
de ativagdo (Boehm et al., 1997). O IFN-y desempenha papel-chave na defesa do

hospedeiro (incluindo defesa antiviral e antibacteriana) e na imunidade antitumoral.
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Em contraste com seu papel estimulante, o IFN-y também & capaz de inibir
respostas imunes; ele pode minimizar danos a tecidos e 6rgados imuno-mediados em

situacdes de autoimunidade e de infec¢des (Wilke et al., 2011).

O TNF-a é uma citocina que esta envolvida nas reag¢des imunes celulares e
inflamatérias. E produzida principalmente por macréfagos, linfocitos ativados, células
NK, neutrdfilos entre outros (Matthias et al., 1998; Meyers, Albitar e Estey, 2005). E
descrito como o principal mediador de resposta inflamatéria aguda contra bactérias
gram-negativas, além de participar da resposta contra outros micro-organismos
patogénicos. Dessa forma, atua como uma citocina multifuncional, implicada na
inflamacgéo, apoptose ou sobrevivéncia celular e também na citotoxicidade. Além
disso, muitos fenémenos fisiopatoldgicos observados durante a sepse sao atribuidos
ao TNF-a (De Souza et al., 2005).

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina pro-inflamatéria produzida por uma
variedade de células, entre as quais linfécitos T e B, fibroblastos, mondcitos e células
endoteliais. Desempenha um papel chave em processos inflamatérios de células
normais, em respostas imunitarias do hospedeiro e na modulagdo do crescimento
celular e hematopoese. Também €& um mediador central em muitas doencas
inflamatdrias crénicas e autoimunes. Atua ainda numa variedade de processos

bioldgicos (Ataie-Kachoie, Pourgholami e Morris, 2013).

A interleucina-8 (IL-8) € uma citocina produzida por quase todas as células do
organismo, principalmente células endoteliais, fibroblastos, mondécitos, macréfagos, e
linfocitos T (Nonaka et al., 1996). E também conhecida como “citocina quimiotaxica”,
por ser um potente mediador do recrutamento de células e da neovascularizagdo em
doencgas inflamatérias e neoplasicas (Leonard et al., 1990; Lee et al., 1997). A
migracao dos leucdcitos se da atraves de um gradiente de quimiocinas cuja
concentragao vai aumentando em direcao ao foco inflamatério (Ohkubo et al., 1998;
Kleinjan et al., 1999). Tem sido observado que a IL-8 esta aumentada quando ocorre
processo inflamatério endotelial associado com o aumento de tHcy (Laanpere et al.,

2010), mostrando um vinculo entre esta citocina e o metabolismo do folato.

A interleucina-10 (IL-10) & uma citocina anti-inflamatéria que desempenha um
papel crucial na prevencédo da inflamagcéo e de doencas autoimunes (Saraiva e

O'garra, 2010) e é produzida por uma variedade de tipos celulares, incluindo
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macroéfagos, linfécitos T, células NK, entre outras células do sistema imune (Mannino
et al., 2015). Sua principal funcdo parece ser limitar e finalizar as respostas
inflamatérias (Moore et al.,, 2001). Entretanto, nas ceélulas NK essa citocina
desempenha um papel contraditério, tendo em alguns casos efeitos anti-inflamataérios,
inibindo a producdo de TNF-a e IFN-y por estas células em experimentos in vitro
(Moore et al., 2001). Ja in vivo foi demonstrado que a IL-10 induziu aumento da

atividade citolitica das células NK (Lauw et al., 2000).

1.7 Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA em mamiferos € uma modificacdo pos-replicacdo na qual
grupos metil se ligam predominantemente a posi¢cdo 5  de citosinas da sequéncia
dinucleotidica CpG (citosina-fosfato-guanina) (Friso et al., 2002; Jaenisch e Bird,
2003) por meio de transferéncia enzimatica pelas DNA metiltransferases que utilizam
como substrato a SAM (Sawan et al., 2008). E chamada de caracteristica epigenética,
ja que sédo modificacdes hereditarias que ndo dependem de mudancas na sequéncia
do DNA (Jaenisch e Bird, 2003). Uma representacdo esquematica do processo de

metilacdo do DNA é mostrada na Figura 7.
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Figura 7. Representacdo esquematica do processo de metilacdo do DNA, com a

converséao de citosina para metil-citosina pela acdo da DNA metiltransferase (DNMT)
SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-adenosilhomocisteina. Adaptado de Zakhari, 2013

A metilagéo ocorre predominantemente em regides repetitivas do genoma que

contém residuos CpG (Jirtle e Skinner, 2007). Os dinucleotideos CpG ocorrem em
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regides densas chamadas ilhas CpG, que variam entre 0,5 kb e 4 kb em comprimento
e sdo encontradas principalmente em regibes promotoras de genes funcionais
(Johnson e Belshaw, 2008).

Em nosso genoma, quase a metade dos genes apresenta regides promotoras
ricas em CpG. Na maior parte do genoma, cerca de 80% dos dinucleotideos CpG que
ndo estdo em ilhas CpG séo fortemente metilados, enquanto os dinucleotideos CpG
gue estdo emilhas CpG, especialmente aqueles associados com regides promotoras,
sédo usualmente desmetilados (Bird, 2002). A metilagéo das ilhas CpG, especialmente
aquelas localizadas em regides promotoras de genes, é associada com o
silenciamento de genes, enquanto a hipometilagdo permite a expressao do gene
(Crider et al., 2012). Estudo com anélise de metilacdo em células de linhagem de
fibroblastos humanos mostrou que 4,25% do total de citosinas no DNA gendmico
estdo metiladas (Lister et al., 2009).

Componentes alimentares tém a capacidade de influenciar a metilagao do DNA
através do suprimento de intermediarios do ciclo do um carbono, especialmente
regulando as concentragdes de SAM (Ross, 2007), a qual fornece o grupo metil usado

na metilagdo da citosina (Parle-Mcdermott e Ozaki, 2011).

Entretanto, a S-adenosilhomocisteina (SAH), € um potente inibidor competitivo
de todas metiltransferases e a extensdo da inibicdo depende da razdo SAM/SAH
(Ingrosso et al., 2003). Em condi¢gées normais, a SAH é rapidamente hidrolisada a
homocisteina e adenosina, e a reagao € reversivel. Se a homocisteina acumula, a
hidrélise da SAH é mais lenta, com consequente inibicdo da metiltransferase (Ingrosso
et al., 2003). Elevagcbes moderadas de tHcy no plasma tém sido associada com
aumento das concentragdes de SAH, mas nao de SAM, e esse aumento de SAH tem
sido associada com hipometilagcao global do DNA (Yi et al., 2000; Guerra-Shinohara
et al., 2007).

Embora, durante a deficiéncia de folato tenha sido relatada a ocorréncia de
hipometilacdo em alguns genes (Pogribny et al., 1995; Jacob et al., 1998a; Liu et al.,
2007) e hipermetilagdo em outros (Jhaveri, Wagner e Trepel, 2001; Pogribny e James,
2002; Motiwala et al., 2003), ndo ha uma associacdo consistente entre a metilacdo
global do DNA com o estado do folato (Pufulete et al., 2003; Piyathilake et al., 2006;
Crider et al., 2012).
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As evidéncias de associacao entre metilacdo aberrante do DNA e mudancas
na expressao génica em resposta as altas concentracdes de folato/ acido félico ndo
sdo claras e ndo ha um consenso entre as doses ou concentragdes de acido folico
gue poderiam estar associadas com resultados adversos para a saude (Crider et al.,
2012).

Entretanto, muitos dos estudos de associacao entre folato e metilacao tém sido
realizados em células de linhagens tumorais. Ha escassez de estudos descrevendo
associacao de altas concentracdes de AF, especialmente na forma ndo metabolizada,
sobre as taxas de metilacdo global do DNA. Mesmo que exista controle enzimético
sobre o processo de metilacdo do DNA, o efeito que o excesso de substrato (no caso

doadores de grupos metil) poderia exercer neste mecanismo é desconhecido.

1.8 Esferocitose hereditaria

A esferocitose hereditaria (EH) é uma anemia hemolitica hereditaria
caracterizada por defeito ou deficiéncia em uma ou mais das proteinas (espectrinas,
banda 3, anquirinas e banda 4.2) que compde a membrana dos eritrécitos. Como
resultado, os eritrocitos perdem pequenas vesiculas da membrana citoplasmatica
contendo lipidios e proteinas, o que diminui a superficie da membrana tornando o
eritrocito esférico (esferécito). A prevaléncia é elevada no norte da Europa atingindo
em torno de 50 para 100.000 individuos, menor nas populagdes brancas latinas (20 a
30/100.000) e ainda menor em negros e orientais (Failace, Fernandes e Failace,
2009).

Esta alteragdo de forma do eritrécito leva a alteragdo na capacidade de
deformacao fazendo com que estas células sejam prematuramente sequestradas e
destruidas pelo bacgo (Gallagher, 2010; lolascon, Avvisati e Piscopo, 2010). AEH pode
se apresentar com variagdes no quadro clinico, desde leve até grave, com intensidade
variavel de anemia, hemdlise ictericia e esplenomegalia (Perrotta, Gallagher e
Mohandas, 2008).

As formas leves e moderadas de EH sdo mais frequentes e podem causar uma
hemodlise compensada. Entretanto, ictericia com episddios de agravamento durante
infecgcbes sao relatados com frequéncia por estes pacientes. As formas que variam de
moderadamente grave a grave ocorrem em menos que 10% dos casos (Saad, 2001).
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Os diferentes graus de alteragcdes nos parametros laboratoriais associados ao quadro

clinico dos pacientes EH estdo apresentados no Quadro 2.

O diagnéstico € baseado na combinagao de avaliagao clinica, histéria familial,
exame fisico (esplenomegalia e ictericia) e testes laboratoriais (Bolton-Maggs et al.,
2004). Os achados laboratoriais incluem a presenca de esferdcitos na extensao
sanguinea (em cerca de 70% dos casos), concentragdo hemoglobinica corpuscular
média superior a 36% em 50% dos casos e aumento da fragilidade osmaética dos

eritrocitos, consequéncia direta da relagao superficie/volume diminuidos (Saad, 2001).

Quadro 2. Variagbes nos parametros laboratoriais conforme o quadro clinico da

esferocitose hereditaria

Leve Moderada Moderadamente Grave
grave

Hemoglobina Normal >8,0 6,0-8,0 <6,0
(mg/dL)
Reticulécitos (%) <6% >6% >10% >10%
Bilirrubinas Total 1,0-2,0 >2.0 >2,0-3,0 >3,0
(mg/dL)
Alteragdes na ) -
morfologia dos Alguns esferdcitos Esferdcitos Esferdcitos Microesferécitos e
eritrocitos poiquiléeitos

Adaptado de Perrotta, Gallagher e Mohandas, 2008

O uso de AF ¢ indicado a todos os pacientes com doengas da membrana
eritrocitaria e hemolise crénica, como os pacientes com EH, a fim de prevenir a anemia
megaloblastica e os DFTN em fetos de gestantes pertencentes a este grupo (Malvezzi
e Zago, 2001; Perrotta, Gallagher e Mohandas, 2008).

1.9 B-Talassemia heterozigoética

A pB-talassemia compreende um grupo de desordens hereditarias
caracterizadas por uma deficiéncia genética na quantidade de sintese de cadeias -
globina, resultando em um fendtipo que varia de anemia muito grave até formas
assintomaticas. Sao descritas trés principais formas: p-talassemia maior, -talassemia
intermédia e B-talassemia menor ou heterozigética (Cao e Galanello, 2010; Galanello
e Origa, 2010).
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Individuos com talassemia maior sdo homozigotos ou heterozigotos compostos
para genes B° ou B*, e apresentam grave anemia com dependéncias de transfusées
sanguineas. Individuos com (-talassemia intermédia sao principalmente homozigotos
ou heterozigotos compostos, apresentam anemia moderada e, ou ndo requerem ou
somente ocasionalmente necessitam transfusdo de sangue. Individuos com
talassemia menor ou trago talassémico sdo caracterizados como heterozigéticos
preferindo-se a denominagdo [-talassemia heterozigotica. Estes individuos sé&o
normalmente assintomaticos, embora laboratorialmente seja frequente a observacéo
de leve anemia (Rund e Rachmilewitz, 2005; Cao e Galanello, 2010; Galanello e Origa,
2010).

Os individuos [-talassémicos heterozigoticos (B-TH) apresentam uma
diminuicao discreta na producdo de cadeia B, o que compromete a producido de
hemoglobina A, apresentando deste modo, um discreto aumento na concentragao de
Hemoglobina A2 (HbA2) que fica em geral entre 3,5 e 6%. Apresentam hemoglobina
ligeiramente diminuida (10,5-13,0g/dL) devido a hemdlise crdnica, mas estes indices
podem ser mais baixos durante a gestacdo e nos primeiros anos de vida. E comum a
presencga de microcitose e hipocromia, no entanto o ferro sérico € normal (Zago, 2001;
Weatherall, 2010). Em maior ou menor grau, o disturbio das cadeias B leva a um
processo de hemdlise e aumento da eritropoese (Weatherall, 2010), mesmo nos
individuos B-TH. Isso fica caracterizado por uma contagem de reticuldcitos acima do
normal, o que leva a um aumento de eritrocitos nestes individuos, sem, no entanto

corrigir as taxas de hemoglobina (Failace, Fernandes e Failace, 2009).

No nivel molecular, as talassemias B apresentam uma heterogeneidade de
alteracdes, com mais de 300 diferentes mutagdes descritas no gene da B globina
(HBB) (Cao e Galanello, 2010), o que colabora para a variabilidade do grau de

hemolise e de concentracdo de hemoglobina.

Funcionalmente, as mutagdes no gene da cadeia  globina (HBB) variam desde
aquelas que inativam completamente o gene, causando uma completa auséncia de
produgdo (denominadas B°), até aquelas que causam uma redugdo significante
(denominadas B*) (Weatherall, 2010).

No Brasil, as mutagdes mais comuns sdo as do codon 39 (CAG>TAG) e as
que afetam nucleotideos localizados no intron 1, a IVS1-110 (G>A), IVS1-6 (T=>C) e
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IVS1-1 (G—>A). Porém, as prevaléncias de cada mutagao variam de regi&do para regido
(Souza, 2015).

A suspeita de B-TH ocorre quando ha microcitose e hipocromia no hemograma
com ferro sérico normal. A confirmagéo diagnédstica de B-TH é realizada através de
cromatografia de hemoglobinas, na qual € observado o aumento de HbA: (Failace,

Fernandes e Failace, 2009; Galanello e Origa, 2010).

A grande maioria dos individuos 3-TH nao requer nenhuma medida terapéutica,
entretanto, alguns fazem uso de AF na tentativa de repor estoques desta vitamina
evitando o desenvolvimento de anemia por sua deficiéncia ou a consequente piora da
anemia em relagédo ao nivel basal (Castagna et al., 1984). Porém, esse uso varia a

critério médico conforme o quadro clinico do individuo e o grau de anemia.

Frente ao exposto, considerando que ndo é conhecido o efeito de altas doses
de AF, seja decorrente do uso terapéutico, seja proveniente da fortificagdo das farinhas
de trigo e milho ou de ambos, na metilagao global do DNA, na expressao de RNAm e

na citotoxicidade das células NK, propusemos este estudo.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos das concentragbes de acido félico (sérico, eritrocitario e
UMFA) sobre a metilagdo global do DNA, sobre a expressdo de RNAm de genes
(interferon-y, TNF-a, interleucina-8, MTHFR e DHFR) em leucécitos mononucleares,
e sobre a citotoxicidade e o numero de células NK em individuos saudaveis expostos
apenas a fortificagcdo compulséria com acido félico e em individuos que fazem uso

terapéutico desta vitamina.

2.1 Objetivos Especificos

e Determinar a concentracido sérica de UMFA, folato sérico e eritrocitario, vitamina

B2 e tHey;

e \erificar se as concentragbes de UMFA e de folato (sérico e eritrocitario) levam a
modificagdes na metilagdo global do DNA e na expressdo de RNAm dos genes da
DHFR, MTHFR, interferon-y, TNF-a e interleucina-8 em leucécitos mononucleares do

sangue periférico;

e Analisar o efeito das concentracbes de UMFA e de folato (sérico e eritrocitario)

sobre o numero e a citotoxicidade das células NK;

e Determinar se existe associacdo entre a concentragdo sérica das citocinas
interferon-y, TNF-a e interleucina-6, 8 e 10 com as concentra¢des de UMFA e de folato

(sérico e eritrocitario);

e Avaliar a ingestdo dietética de folato e das vitaminas do complexo B
correlacionando com as concentragbes de UMFA e de folato (sérico e eritrocitario),

vitamina B12 e tHcy;

e Verificar o efeito da intervengdo com 5mg/dia de acido félico nas concentragdes de
vitaminas (folato sérico, eritrocitario, UMFA e vitamina B12), tHcy e citocinas

inflamatdrias (interferon-y, TNF-a e interleucina-6, 8 e 10);

e Verificar o efeito da intervencdo com 5mg/dia de acido félico na expressao de
RNAm dos genes da DHFR, MTHFR, IFN-y, TNF- a e IL-8, e também no numero e na

citotoxicidade das células NK.
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3 CASUISTICA E METODOS
3.1 Casuistica
3.1.1 Pacientes com esferocitose hereditaria

Foram incluidos 27 pacientes com esferocitose hereditaria (EH), de ambos os
géneros e com idades entre 20 e 84 anos, provenientes dos Ambulatérios de Anemias
da Universidade Federal de Sado Paulo — UNIFESP, da Irmandade Santa Casa de
Misericérdia de Sao Paulo e do Ambulatério de Hematologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas e da Saude da PUC-Sorocaba-SP. Foram excluidos do estudo os
etilistas cronicos, pacientes com infeccdes, portadores de doencas cronicas,

gestantes e aqueles que estavam fazendo uso de medica¢des imunossupressoras.

3.1.2 Individuos com B-talassemia heterozigotica

Foram incluidos 50 individuos com B-talassemia heterozigotica, de ambos os
géneros e com idades entre 19 e 84 anos, provenientes dos Ambulatérios de Anemias
da Universidade Federal de S&o Paulo — UNIFESP, da Irmandade Santa Casa de
Misericordia de S&o Paulo e do Ambulatério de Hematologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas e da Saude da PUC-Sorocaba-SP. Alguns individuos com -
talassemia heterozigoética atenderam nosso convite através do andncio no site da
Associacao Brasileira de Talassemia e também apos divulgacdo na Universidade de
Sao Paulo. Foram excluidos do estudo os etilistas crénicos, pacientes com infec¢des,
portadores de doencas crbnicas, gestantes e aqueles que estavam fazendo uso de

medicacfes imunossupressoras.

3.1.3 Individuos saudaveis (controles)

Foram incluidos 136 individuos saudaveis provenientes da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP, da UNIFESP e individuos voluntarios da cidade de
Sao Paulo, os quais foram convidados a participar deste estudo. Destes, 54 individuos
com idades entre 21 e 82 anos foram pareados com os pacientes do grupo EH quanto
ao género, idade, indice de massa corporal (IMC) e cor de pele declarada, servindo
como controles saudaveis. Cem individuos com idades entre 20 e 82 anos foram

utilizados como controles saudaveis do grupo B-talassemia heterozigotica, sendo
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pareados quanto ao género, idade e IMC. Dezoito individuos serviram como controles
saudaveis simultaneamente aos dois grupos. Foram excluidos do estudo os etilistas
cronicos, pacientes com infeccdes, gestantes, portadores de doencas cronicas,
aqueles que estavam fazendo uso de medicagdes imunossupressoras, ou que nos 6
meses anteriores ao inicio do estudo fizeram uso de polivitaminicos, acido félico,

vitamina B12, ferro ou que doaram sangue.

3.1.4 Individuos saudaveis (estudo prospectivo com interven¢do com 5mg dia de &cido
félico)

Foram incluidos 30 individuos saudaveis (15 homens e 15 mulheres), que néo
haviam feito uso de polivitaminicos nos 6 meses anteriores ao inicio do estudo, com
idades entre 20 e 36 anos. Estes individuos foram recrutados na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP (29 alunos e 1 funcionario), tomando as devidas
precaucdes para nao criar constrangimento ou coa¢cao sobre os participantes. Os
mesmos foram submetidos a intervencdo com 1 comprimido de 5 mg de &cido
folico/dia pelo periodo de 90 dias. A vitamina usada na intervencédo utilizada foi da
mesma marca comercial (Afopic®, Teuto Bras. — Anapolis, Brasil) e mesmo lote
(0184329).

Foram excluidos do estudo os etilistas crénicos, individuos com infeccoes,
portadores de doencas crbnicas, gestantes, aqueles que estavam fazendo uso de
medicacfes imunossupressoras, ou que nos 6 meses anteriores ao inicio do estudo

fizeram uso de polivitaminicos, acido folico, vitamina B12, ferro ou que doaram sangue.

3.1.5 Aspectos Eticos

Todos os individuos participantes deste estudo foram informados sobre os
objetivos do projeto e consultados sobre a vontade de participar da pesquisa. Os que

foram favoraveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

O projeto foi aprovado nos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo sob parecer nimero
69/2012 em 25/09/2012; da Universidade Federal de Sao Paulo sob parecer nimero
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69574 em 08/08/2012; da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo sob
parecer nimero 230.882 em 27/03/2013.

Um adendo com solicitacdo de inclusao de um grupo de individuos saudaveis
qgue foram submetidos a intervencdo com 5mg de &cido félico/dia foi aprovado pelos
CEPs da FCF-USP e UNIFESP.

3.2 Métodos
3.2.1 Amostras Biologicas

Foram colhidos 40 mL de sangue periférico de cada individuo em jejum de 8
horas, utilizando tubos a vacuo (sistema Vacutainer®) secos para obtencéo de soro;
contendo EDTA para a realizacdo de hemograma, contagem de reticuldcitos, perfil de
hemoglobinas, extracdo de DNA e para a obtencao de plasma; e com heparina para

a separacao de células mononucleares, extracdo de DNA e obtencéo de plasma.

Para o estudo de intervencdo com 5mg/dia de acido félico, foi realizado uma
coleta de 50 mL de sangue, em jejum de 8 horas, antes de iniciar a intervencéo, e
apos 45 dias e 90 dias de uso da vitamina, utilizando tubos a vacuo como descrito
acima. Tomou-se o cuidado de padronizar o uso do AF 5mg, as 8 horas da manha no
dia anterior a coleta, de modo que a coleta ocorreu apos 24 horas da ultima

administracdo do medicamento.

3.2.2 Determinacdo do hemograma e namero de reticulocitos

O hemograma e a contagem de reticulocitos foram obtidos utilizando contador
eletrénico Pentra 120® (HORIBA, Montpellier, Franca).

3.2.3 Concentracédo de proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us) e de lactato

desidrogenase (LDH)

As determinacdes de PCR-us foram realizadas em amostras de soro por
imunoturbidimetria ultrassensivel utilizando o kit Roche-CRPL 3 e o equipamento
COBAS 8.000® (Roche Diagnostics, Indianapolis, USA). A atividade sérica da LDH foi
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determinada por ensaio enzimatico, utilizando o equipamento Vitros 250® (Ortho

Clinical Diagnostics, Rochester, USA).

3.2.4 Determinacao das concentracdes de folato sérico e eritrocitario

As concentragBes de folato sérico e eritrocitario foram determinadas por
método microbioldgico, utilizando-se cepas de Lactobacillus casei conforme descrito
anteriormente (O'broin e Kelleher, 1992).

Para a determinacao do folato eritrocitario, no dia da coleta, foi preparado um
hemolisado das amostras, adicionando-se 50uL de sangue coletado com EDTA em
1mL de solugéo de acido ascorbico 0,05%. Estas amostras foram armazenadas
durante 90 minutos a temperatura ambiente e protegidas da luz, em seguida,
armazenadas a -80°C até o momento das analises. A partir deste hemolisado, foi
realizada a determinacao de folato pelo método microbiologico. Do resultado obtido

no hemolisado foi calculado o folato eritrocitario a partir da formula abaixo:

Folato eritrocitario = (Folato no hemolisado x 21) — ((1 - (1%%-)) x folato sérico)

Ht
100

Ht: hematdcrito em %; 21: fator de diluicdo; Folato eritrocitario, sérico e no hemolisado em nmol/L

3.2.5 Determinacao das formas de folato por LC-MS/MS

Uma aliquota de soro foi usada para determinacao de folato total e das formas
nao metabolizada (UMFA), tetraidrofolato (THF), 5-metil-THF, 5-formil-THF, 5,10-
metenil-THF e o produto de degradacdo do 5-metil-THF (MeFox) por LC-MS/MS.
Estas andlises foram realizadas pela equipe da Profa. Dra. Christine Pfeiffer do Center
for Disease Control and Prevention dos Estados Unidos (Pfeiffer et al., 2004). Devido
ao custo, estas determinacfes foram realizadas apenas nas amostras do grupo
esferocitose hereditaria (N=27) e seus controles (N=54) e nas amostras do estudo de
intervencdo com 5mg/dia de AF (N=90). Nao foi possivel a determinacdo destas

formas nas amostras do grupo com B-talassemia heterozig6tica e em seus controles.
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3.2.6 Determinagé&o de vitamina B2

As concentragdes séricas de vitamina Bi» foram determinadas por método
microbiologico usando-se cepas de Lactobacillus leishmannii conforme descrito
previamente (Kelleher et al., 1987; Kelleher e Broin, 1991).

3.2.7 Determinacdo de homocisteina total -tHcy

A dosagem de tHcy foi realizada no plasma, utilizando método de imunoensaio
por quimioluminescéncia em analisador automatizado IMMULITE 2000® (Siemens
Healthcare, Erlangen, Germany).

3.2.8 Determinagéao de hemoglobina fetal (Hb F) e hemoglobina A2 (Hb A2)

O perfil de hemoglobinas e a quantificacdo das fracdes de Hb F e Hb A2 foram
realizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia, em equipamento automatizado
(VARIANT Bio-Rad), utilizando colunas de troca catiénica e sistema de tampdes de
diferentes forcas ibnicas, fornecidos no Kit de Diagndstico Betha Thalassemia Short
(Bio-Rad, Hercules, USA). Além, da quantificacdo destas formas de hemoglobina, foi
possivel a checagem de outras formas de hemoglobinas (variantes). Nenhum

individuo portador de variantes foi incluido neste estudo.

3.2.9 Determinacado das concentracdes séricas das citocinas inflamatorias

As concentracfes séricas das citocinas inflamatorias (IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e
TNF-a) foram determinadas através de imunoensaio multiplex, utilizando os painéis
de alta sensibilidade T Cell Magnetic Bead Milliplex Map (EMD Millipore Corporation,
St. Charles, USA) e o equipamento Bio-PLex 200® (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, USA).

3.2.10 Deteccédo das mutacdes da p-Talassemia heterozigotica por PCR e

Sequenciamento

As mutagdes da B-talassemia foram investigadas através da amplificacdo e

sequenciamento direto do gene da B globina, utilizando iniciadores especificos que
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flanqueiam o gene, descritos por Miranda et al. (1997) e listados no Quadro 3. O
sequenciamento foi realizado no sequenciador automético ABI 3500 Genetic
Analyzer® (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Quadro 3. Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacdo de regides do

cluster 3: localizagao referente ao cluster 3 no cromossomo 11 (ID: U01317)

Primers Sequénciado iniciador (5°-3") Direcédo Posicéo Fragmento
P1 TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG — 61976 773 pb
P5 TCATTCGTCTGTTTCCCATTC — 62746

BIVSII 5 GTGAGTCTATGGGACCCTTG — 62632

B IVSII 3 CTGTGGGAGGAAGATAAGAGG — 63481 830 pb
58 AATCCAGCTACCATTCTGC — 63369
P7 GACCTCCCACATTCCCTTTTT — 63798 +20eb

— sense; «: anti-sense

3.2.11 Isolamento de leucdécitos mononucleares

Os leucocitos mononucleares provenientes do sangue periférico (CMSP)
colhido com heparina foram separados por gradiente descontinuo de Ficoll-Hypaque
de densidade especifica de 1,070 g/mL, a temperatura ambiente (Béyum, 1968).
Foram separadas 5 x 108 células para a posterior extracdo de RNA, e o restante foi
usado para o teste de citotoxicidade e separacdo de populacdes de linfécitos por

marcacdo CD (cluster of differentiation).

3.2.12 Extracdo de RNA total

As células mononucleares foram inicialmente homogeneizadas com 1 mL de
Trizol® até a dissolucdo do sedimento e armazenadas a -80° C até posterior extracédo
do RNA, conforme orientacdo do fabricante. Apos a extracdo uma aliquota foi utilizada
para quantificacdo e avaliagdo da integridade. O restante foi armazenado em -80°C
para andalises posteriores. A concentracdo de RNA foi determinada por
espectrofotometria a 260nm utilizando o espectrofotdbmetro Nanodrop ND-1000
(Thermo Scientific, Wilmington, USA), e a avaliacéo da integridade foi realizada por

eletroforese em gel de agarose a 1% corado com GelRed ™.
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3.2.13 Sintese de DNA complementar

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit de
reagentes High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, Foster City, USA), a
partir de 500ng de RNA total. A reacao foi realizada em termociclador Mastercycler
gradient (Eppendorf AG, Hamburg, Germany), com as seguintes condi¢cdes de
ciclagem: 37°C por 60 minutos e 95°C por 5 minutos. O cDNA obtido foi armazenado
a—20°C.

3.2.14 Determinagao de expressao de RNAmM

A determinacédo da expressdo de RNAmM dos genes do interferon-y, TNF-q,
interleucina-8, MTHFR e DHFR foi realizada em duplicata por Real Time PCR, no
equipamento ABI 7500 (Applied Biosystems, Foster City, USA), utilizando os ensaios
TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, USA). Os
ensaios empregados estdo descritos no Quadro 4. As andlises foram realizadas em

RNA proveniente de células mononucleares do sangue periférico.

Quadro 4. Caracteristicas dos ensaios Tagman® empregados para avaliacdo da
expressao dos genes DHFR, MTHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8

Gene Identidade do ensaio Fragmento amplificado (pb)
DHFR Hs00758822_s1 75
MTHFR Hs00195560_m1 95
IFN-y Hs00989291_m1 73
TNF-a Hs01113624 gl 143
IL-8 Hs01553824 g1 91

DHFR: diidrofolato redutase; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; IFN-y: interferon-y; TNF-a:
fator de necrose tumoral-a; IL-8: interleucina-8; pb, pares de bases

Os resultados foram analisados com o software System 7500 versao 2.0.6
(Applied Biosystems, Foster City, USA), que gera curvas semi-logaritmicas dos sinais
de amplificacdo. O equipamento gerou curvas semi-logaritmicas dos sinais de
amplificagcdo por monitoracdo continua de fluorescéncia (Hirayama et al., 2008). Os

valores quantitativos da expressdo dos genes foram obtidos pelos valores do CT
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(thresshold cycle) ou limiar da amplificacdo, que se caracteriza pelo inicio da
amplificacdo do produto de PCR, de acordo com a seguinte formula: 22T, onde ACT
€ igual ao CT do gene de interesse menos a média do CT dos genes de referéncia.

Como controle de qualidade, todas as reag0es foram realizadas em duplicata
e para cada placa de reacdo foram analisados controles sem amostra (controle
negativo) com a finalidade de avaliar possiveis contaminacfes dos reagentes com 0s
produtos de PCR.

3.2.15 Escolha dos genes de referéncia

A analise da expresséo génica foi feita pelo método de quantificacao relativa,
usando genes de referéncia como controles endégenos. Seis genes (GAPDH, ACTB,
UBC, HMBS, B2M e HPRT1) foram escolhidos para serem testados como genes de
referéncia, com o objetivo de avaliar quais deles apresentavam expressao mais
estavel na casuistica de cada estudo. As caracteristicas dos ensaios empregados
para a avaliacdo da expressao dos genes de referéncia sdo apresentados no Quadro
5.

Quadro 5. Caracteristicas dos ensaios Tagman® empregados para avaliacdo da

expressao dos genes de referéncia candidatos pela técnica de PCR em tempo real

Gene Identidade do ensaio Fragmento amplificado (pb)
ACTB Hs01060665_g1 63
B2M Hs00984230_m1 81
GAPDH Hs00266705_g1 74
HMBS Hs00609293 g1 62
HPRT1 Hs02800695_m1 82
UBC Hs02800695_m1 135

ACTB: beta-actina; B2M: beta-2-microglobulina; GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase;
HMBS: hidroximetil butirato sintase; HPRT1: hipoxantina fosforibosiltransferase 1; UBC: ubiquitina
C; pb, pares de bases.

Para o teste do gene enddgeno no estudo caso-controle foi realizada PCR em

tempo real, utilizando amostras de cDNA de pacientes com esferocitose hereditaria,



55

com B-talassemia heterozigética e individuos controles para cada um dos seis genes

escolhidos.

Para o teste do gene enddgeno no estudo de intervencdo com 5mg/dia de acido
folico foi realizada PCR em tempo real, utilizando amostras de cDNA de individuos de
ambos os géneros e de cada tempo do estudo (pré-intervencao, 45 dias e 90 dias).

Os dados obtidos em ambos testes foram inseridos no gbasePLUS, verséo 2.4
(Biogazelle, Zwijnaarde, Belgium), baseado no geNorm™ (Vandesompele et al.,
2002). Segundo o programa, 0s genes com maior estabilidade para o estudo com os
pacientes esferocitose hereditaria, individuos [-talassémicos heterozigéticos e
controles saudaveis foram os genes B2M (beta-2-microglobulina) e HPRT1
(hipoxantina fosforibosiltransferase 1). Ja para o estudo de intervencao os dois genes
com maior estabilidade para o estudo foram os genes HPRT1 e ACTB (beta-actina).

Os coeficientes foram considerados adequados para a conducdo dos
experimentos, pois estavam dentro do valor de estabilidade de expressdo aceitavel
para matrizes complexas (M<1), como o sangue, de acordo com Hellemans e
colaboradores (2007).

3.2.16 Avaliacao da citotoxicidade de células NK

O ensaio de avaliacdo de citotoxicidade das células NK foi realizado conforme
metodologia previamente descrita por Shade e colaboradores (2004) e Valiathan e
colaboradores (2012).

a) Preparacao das células efetoras (mononucleares do sangue periférico — CMSP)

Os CMSP foram quantificados em contador de células ABX Vet (Horiba
Medical, Irvine, USA) e, em seguida, foi preparada uma suspensdo de células
contendo 4 x 10° células/mL em meio RPMI 1640 (sem vermelho de fenol) contendo

10% de soro fetal bovino.
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b) Determinacdo de populagéo de células NK na amostra de CMSP

A proporcdo de células NK foi obtida por citometria de fluxo, utilizando os
marcadores CD56, CC16, CD3 e CD45, marcados respectivamente com o0s
fluorocromos PE, PE, APC e FITC (BD Biosciences, San Jose, USA). As células NK
séo identificadas como CD56*/CD3 ou CD16*/CD3". A adicdo de CD45 ao ensaio
seleciona a populagéo de leucdcitos eliminando a interferéncia de hemacias e outras
particulas, tais como restos celulares. Um exemplo de resultado obtido € mostrado na
Figura 8.
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Figura 8. Exemplo de resultado da separacédo de populacdo de células NK

usando citometria de fluxo

A amostra de CMSP contém linfocitos e mondcitos, entdo o numero absoluto
de células NK foi calculado multiplicando-se a soma dos linfécitos e mondcitos obtidos
no hemograma pelo indice de células NK obtido na citometria de fluxo, conforme a

formula abaixo:

Total de células NK (células/pL) = (Linfocitos/uL+ Mondcitos/uL) x indice de

células NK

c) Preparacgéo das células alvo (K-562)

As células K-562 (linhagem celular de eritroleucemia), utilizadas na avaliagéo

da citotoxicidade de NK, foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementados com
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10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina, em

estufa a 37°C com 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada 48-72h.

As células usadas no ensaio de citotoxicidade encontravam-se em fase
logaritmica de crescimento. No dia de cada ensaio, uma aliquota de células foi lavada
duas vezes com tampdo PBS/BSA a 1%. Entdo, as células foram quantificadas em
camara de Neubauer e ajustadas para uma suspenséo de 2x10°8 células/ mL. Para
1mL desta suspensédo, foram adicionados 4pL de solugdo corante DiO (3,3’ -
dioctadeciloxacarbocianine perclorato). As amostras foram incubadas por 20 minutos
em estufa a 37°C com 5% de CO.. Posteriormente a incubacéo, as células foram
lavadas duas vezes com PBS/BSA a 1% e foram preparadas aliquotas contendo 1x10°

células/mL.

d) Ensaio de citotoxicidade das células NK

O ensaio de citotoxicidade das células NK foi realizado em duplicata e em
diversas proporcdes célula efetora (CMSP)/ célula alvo (K-562), como apresentado no
Quadro 6. Para preparar estas proporcoes, partiu-se de uma suspensado de CMSP de
concentracdo 4x10° células/mL, sendo transferidas aliquotas para tubos de

polipropileno de citometria de fluxo (em duplicata).

Quadro 6. Esquema de preparacdo das proporcdes células efetoras/ células alvo,

para o ensaio de citotoxicidade das células NK

Proporgao 25/1 12,5/ 1 6,25/ 1 3,125/ 1
Suspensao de CMSP 125 uL 62,5 L 31,3puL 15,7 uL
RPMI 1640 com 10% SFB 125 L 187,5 UL 218,7 uL 2343 uL
K-562 marcadas com DiO (1x105 cél/mL) 20 pL 20 pL 20 pL 20 pL
lodeto de propidio 0,15 nM 130 uL 130 UL 130 uL 130 pL

CMSP - células mononucleares do sangue periférico; RPMI: meio de cultura; SFB: soro fetal bovino; K-562: células
de linhagem eritroleucémica; DiO: perclorato de 3,3’-dioctadeciloxacarbocianine.

Foram realizadas preparagdes de controles contendo somente CMSP (com e

sem PI) para avaliar a viabilidade dos mesmos; e contendo somente células K-562,
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com e sem PI, para servir de controle basal de lise e com e sem DiO para avaliagao
da qualidade da marcagéo com corante DiO, conforme Quadro 7.

Quadro 7. Esquema de preparacédo dos controles para o ensaio de citotoxicidade das

células NK

Preparacao K-562 K-562 + K-562 + K-562 + CMSP CMSP +
PI DiO DiO + PI Pl

RPMI 140 uL 140 uL 140 pL 140 pL 140 pL 140 pL
K-562 com DiO 40 uL 40 uL
K-562 sem DiO 40 pL 40 uL
CMSP 40 pL 40 pL
Pl 0,15nM 130 uL 130 pL 130 pL

RPMI — meio de cultura; K-562 — células da linhagem K-562; DiO — perclorato de 3,3-dioctadeciloxacarbocianina;
CMSP: Células mononucleares do sangue periférico; Pl: iodeto de propidio.

Os tubos foram homogeneizados suavemente e centrifugados a 500rpm/ 10
segundos e incubados por 2h em estufa a 37°C com 5% de CO.. Posteriormente, os
tubos foram homogeneizados delicadamente e foi realizada a analise no citbmetro de
fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences, San Jose, USA). Um total de 20.000 eventos foi

adquirido por amostra.

A adicao de iodeto de propidio (PI) avaliou a perda de viabilidade celular antes
e apos o ensaio. O Pl € um composto fluorescente altamente solivel em agua que se
liga diretamente ao DNA intercalando-se entre as bases nitrogenadas, com pouca ou
nenhuma preferéncia por alguma sequéncia especifica; no entanto, ndo consegue
ultrapassar membranas intactas, sendo, portanto, excluido de células viaveis. A perda
da integridade de membrana é determinada quando a fluorescéncia emitida pelo PI

aumenta.

O resultado de um controle de marcacdo das células K-562 com DiO é

mostrado na Figura 9.
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Figura 9. Marcacdo das células K-562 com 3mM de DiO (perclorato de 3,3’-
dioctadeciloxacarbocianina), no analisador FACS Canto. Observa-se marcacdo de
98,1% das células pelo corante e baixa taxa de lise celular basal (0,7%)

O DiO emite fluorescéncia verde que € lida no canal FITC do citdmetro, enquanto o iodeto de propidio
emite fluorescéncia vermelha que é lida no canal PerCP. Foram contados 20.000 eventos

Desse modo, a populacédo de células K-562 mortas foi definida como aquela
gue apresentava dupla marcacdo (DiO* e PI*) (Figura 10). Para o calculo da lise
celular, foi utilizada a formula: (Células DiO* PI* / Total de células DiO*) x 100. O DiO
emite fluorescéncia verde, que € lida no canal FITC do citdmetro, enquanto o Pl emite
fluorescéncia vermelha, lida no canal do PerCP do citdbmetro. Um modelo de
distribuicdo das populacdes no ensaio de citotoxicidade no citbmetro de fluxo é

apresentada na Figura 10.
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A partir dos resultados de porcentagem de lise de cada proporcdo células
efetoras (E)/ células alvo (T), foi calculado a Unidade Litica 15% (UL15%). Para isso,

foi construida uma curva de regressao linear usando o log E:T versus a porcentagem
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de lise para cada paciente, com o intuito de determinar o niUmero de células efetoras
necessarias para lisar 15% das células alvo. A UL15% € inversamente proporcional a
poténcia citotoxica das células estudadas.

Com os dados da UL15%, foi determinada a Atividade Litica, representada pelo
numero de unidades liticas em 10 milhdes de células (107). Para este célculo, foi
dividido 107 pela UL15%. Desta forma, a atividade litica é diretamente proporcional a
poténcia citotoxica das células NK. A capacidade citotoxica das células NK foi obtida
dividindo-se o numero absoluto de células NK/ mL de sangue pela UL15%.

3.2.17 Extragdo de DNA

O DNA dos leucdcitos foi obtido como descrito no protocolo do fabricante
Gentra Puregene® (QIAGEN, Valencia, USA) utilizando a camada de leucocitos de
uma aliquota de 10mL de sangue coletado com heparina. Depois da extracdo o DNA
foi ressuspendido em 200uL de solucdo de desferroxamina 0,1mM e mantido em
geladeira overnight. A quantificacdo de DNA foi realizada por espectrofotometria a
260nm e a pureza do DNA determinada pela relacdo A260nm/ A280nm utilizando o

espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA).

3.2.18 Avaliacdo da taxa de metilacdo global do DNA
a. Hidrdlise enzimatica

Para hidrélise enzimatica, foram adicionados 50 pg da amostra de DNA em
solucéo de desferroxamina, em 3,75 pL de tampao tris-HCI/ MgCI2 (200mM, pH-7,4),
6,5 unidades de DNAse |. As amostras foram incubadas a 37°C, 90 rpm por 1 hora.
Posteriormente, foram adicionadas 0,005 unidades de fosfodiesterase | e 6,5 unidades
de fosfatase alcalina, continuando a incubacdo por mais 1h a 37°C 90 rpm. Apés a
segunda incubacéo, as amostras foram centrifugadas 14.000 rpm / 10 min. Aliquotas
de 7 yL da amostra foram injetadas no sistema de HPLC-UV para quantificacdo das

bases normais e da taxa de metilagéo global.
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b. Quantificagéo

A quantificacdo de 5-metil-2’-desoxicitidina (5-mdC) e dos 2’-desoxi-
nucleotideos normais foi realizada com um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado com duas bombas
LC-20AT, um detector de arranjo de fotodiodos PDA-20AV, um auto injetor
(Proeminence SIL-20AC) e um forno para colunas (CTO-10AS/VP) controlado por um
método de comunicacdo CBM-20a. Os dados foram processados pelo software LC-
Solution. A coluna foi eluida com um gradiente de acido férmico (0,1% em agua) e
CH3OH, pH 2,6, sendo possivel visualizar uma clara separacdo entre a 5-metil-dC

(Amax= 286nm) e os outros desoxinucleosideos.

O sistema de eluigéo utilizado foi: coluna Luna C18 (Phenomenex, Torrance,
CA) de 250mm x 4,6mm, 5um acoplada a uma coluna guarda C18 (4,0 x 3,0mm, 4um
(Phenomenex, Torrance, CA), eluido com um gradiente de acido formico 0,1% e
metanol (de 0 a 25 minutos, 0 a 18% metanol; de 25 a 27 minutos, 18 a 0% metanol;
de 27 a 37%, 0% de metanol), com fluxo de 1 mL/minuto a 30°C. O detector PDA foi
fixado em 286nm para a deteccdo de 5-mdC e a 260nm para os desoxinucleosideos
normais. Curvas de calibracéo foram construidas com padréo puro dissolvido em agua
com intervalo de 0,01-0,8nmol para 5-mdC e 0,5-8nmol para desoxinucleosideos
normais (dC e dG), preparados no mesmo dia do experimento. A porcentagem de
metilacéo global do DNA foi calculada usando a seguinte equacéo: 5-mdC (%)= nmol
5-mdC*100/ (nmol 5-mdC + nmol dC). Um exemplo de cromatograma obtido na

determinacao da taxa de metilacéo global € demonstrado na Figura 11.
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Figura 11. Exemplo de cromatograma obtido na determinagao da taxa de metilagao

do DNA, através da quantificacéo de 5-metildeoxicitosina (5-mdC)

2'dC: 2’-deoxicitosina; 2'dG: 2’-deoxiguanosina.
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3.2.19 Avaliagdo antropométrica

Para avaliacdo do peso corporal, foi utilizada uma balanca eletrénica do tipo
plataforma, com capacidade para 150 kg, sensibilidade de 100 gramas, da marca
TANITA®. Os individuos foram pesados com roupas leves e descalc¢os, posicionados
em postura ereta, com os pés inteiramente compreendidos na plataforma da balanca,
de forma paralela, com bragos ao longo do corpo e olhar no horizonte. Para a afericao
da altura foi utilizado um estadiébmetro com escala em milimetros, da marca Seca
bodymeter 208®, fixado na parede. O indice de massa corporal foi calculado pela
férmula (peso corporal / altura?).

3.2.20 Avaliagéo do consumo alimentar

Para a avaliacdo do consumo alimentar, realizou-se o recordatério de 24 horas
(R24h), aplicado segundo o método Multiple Pass, cuja entrevista € estruturada em
cinco etapas (Moshfegh et al., 1999; Moshfegh et al., 2001). Em relacdo aos pacientes
com esferocitose hereditaria, B-talassemia heterozigoética e individuos saudaveis
(controles), foram coletados dois R24h. O primeiro R24h foi obtido por entrevista
pessoal no dia da coleta de sangue e a segunda replicata foi obtida por telefone apos
intervalo médio de quatro meses. Considerando os individuos saudaveis incluidos no
estudo prospectivo, em cada tempo do estudo, dois R24h foram obtidos por meio de
entrevista pessoal, sendo o primeiro realizado no dia da coleta de sangue e o segundo
em dias ndo consecutivos. Os R24h foram representativos de todos os dias da

semana, incluindo os dias do final de semana.

Os alimentos e as preparacfes citadas nos R24h foram quantificados em
gramas com o auxilio de tabelas e manuais especificos (Fisberg e Villar, 2002;
Unicamp, 2006; Pinheiro et al., 2008; Marchioni e Fisberg, 2014). Os dados de
consumo alimentar foram convertidos em valores de energia e nutrientes por meio do
software Nutrition Data System for Research — NDSR versdo 2014, desenvolvido pelo

Nutrition Coordinating Center (NCC), (University of Minnesota, Minneapolis, MN).

Este programa tem como principal base de dados a tabela do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA). Diferentemente dos programas e tabelas
nacionais, possui a vantagem de considerar os valores de folato em equivalentes de

folato dietético (dietary folate equivalents - DFE) e permite a diferenciacdo da
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biodisponibilidade do folato, presente naturalmente nos alimentos e do folato sintético
(4cido fdlico), adicionado aos alimentos fortificados (Suitor e Bailey, 2000; Steluti et
al., 2011).

Os valores de ferro e folato sintético, e consequentemente os valores de DFE,
foram corrigidos conforme a fortificagdo mandatoria em farinhas de trigo e milho (150
mcg de AF e 4,2 mg de ferro para cada 100 g de farinha), vigente no Brasil desde
2004 (Brasil, 2002).

O ajuste da distribuicdo da ingestao pela variabilidade intrapessoal foi realizado
utilizando o software Multiple Source Method (MSM) (Department of Epidemiology of
the German Institute of Human Nutrition Potsdam-Rehbriicke (DIfE)® 2008-2011
Version 1.0.1), que produz estimativas acuradas da distribuicdo do consumo habitual
dos nutrientes para a analise descritiva dos mesmos (Harttig et al., 2011; Souverein
et al.,, 2011). Para as analises de correlacdo, os dados de consumo habitual dos
nutrientes foram ajustados pela energia utilizando o método dos residuos proposto
por Willett et al.,1997 (Willett, Howe e Kushi, 1997).

3.2.21 Caracterizacao geral dos individuos estudados

Nos dias de coleta de amostras, foi aplicado um questionario com as seguintes
informacfes: nome, endereco, idade, género, peso, altura, cor de pele declarada,
ocupacdo, uso de tabaco e bebidas alcéolicas, uso de medicamentos, doencas

cronicas e transfusao / doacéo de sangue.

3.2.22 Analises Estatisticas

O banco de dados foi construido no SPSS versao 22.0. As analises foram

realizadas no SPSS e Graphpad Prism versao 5.0.

Para descrever o perfil da amostra segundo as diversas variaveis em estudo,
foram feitas tabelas de frequéncia das variaveis categoricas, apresentando o nimero

de individuos e frequéncia em porcentagem entre parénteses.

O teste de Qui-quadrado, ou o teste Likelihood ratio e teste Exato de Fisher
foram utilizados para analisar as frequéncias das variaveis categoricas (cor da pele

declarada, tabagismo e uso de bebidas alcodlicas).

Testes de correlagdo de Spearman foram realizados entre diversas variaveis.
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Para as variaveis numéricas, adotou-se como padrdo, a apresentacdo das
medianas e intervalos interquartilicos em tabelas e figuras, sem transformacao
logaritmica dos dados, uma vez que algumas variaveis ndo apresentaram distribuicao

normal.

Para comparar os valores das varidveis numéricas entre os grupos, foram
utilizados os testes: Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e Friedman. Quando houve
diferenca significante, nos testes de Kruskal-Wallis e Friedman, foi realizado o teste
de multiplas comparacdes para detectar qual grupo era diferente utilizando o teste de

Dunn’s.

Varios modelos de regresséo linear univariadas foram utilizados para as
variaveis dependentes transformadas a logaritmo neperiano (Ln). Estas variaveis nao
apresentavam distribuicdo normal dos dados, porém apdés a transformacéo logaritmica
houve a correcédo destas distribuicdes. Nos modelos de regresséo linear univariadas
gue incluiram as variaveis dependentes: Ln do numero de células NK, Ln dos valores
da atividade litica e Ln da capacidade citotoxica, foram utilizadas as seguintes
variaveis independentes: Ln dos valores do folato sérico (microbiolégico), Ln dos
valores do folato sérico total (LCMS/MS), Ln dos valores de UMFA e Ln para os
valores de folato eritrocitario. Estes modelos foram realizados nos grupos em
separados, e em alguns momentos, juntando os casos com 0s controles, chamando

neste caso, cComo grupo total.

Para a taxa de metilacdo global do DNA, dois subgrupos foram formados a
partir da mediana, categorizando deste modo a variavel taxa de metilacdo global do
DNA em cada grupo estudado. O subgrupo com o0s maiores valores da taxa de
metilacdo global do DNA (= mediana) foi considerado como “1” e os menores como
“0”, na curva ROC. O subgrupo com maiores valores de metilacdo global do DNA foi
utilizado como variavel dependente no calculo da AUC (Area Under Curve), em cada
modelo, para cada grupo estudado. As variaveis independentes analisadas em cada
modelo foram: consumo de folato na dieta (consumo de folato total ajustado para DFE,
folato natural e folato sintético) e os valores de folato (sérico, eritrocitario, UMFA e 5-
metil-THF).

Ainda para a variavel dependente categorizada “taxas de metilacdo global do

DNA”, foram realizados modelos regressdo logistica multivariada, incluindo as
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seguintes variaveis independentes, também categorizadas segundo os valores das
medianas de cada variavel: Ln dos valores das expressdes do RNAmM da DHFR, Ln
dos valores das expressdes do RNAm da MTHFR, Ln dos valores das expressdes do
RNAm da IFN-y, Ln dos valores das expressdes do RNAmM da TNF-a e Ln dos valores
das expressdes do RNAm da IL-8.

Decidiu-se também, classificar o grupo de pacientes EH, e também o 3-TH, em
dois subgrupos segundo a mediana de UMFA (< e = mediana) e verificar se havia
diferenca entre os diversos parametros (concentracdes de: vitaminas, tHcy, citocinas;
expressdo de RNAm dos diversos genes estudados, parametros hematoldgicos e
bioquimicos, e metilacdo global do DNA. Também foram avaliadas se haviam
diferencas entre os mesmos parametros comparando-se o 1° tercil (menores valores)

com o 3° tercil (maiores valores) de UMFA nos diversos grupos.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja,
p<0,05.

Critérios adotados:

Foi considerado deficiéncia de folato concentracdes de folato sérico inferiores
a 13,6nmol/L e concentracdes suprafisiologicas aquelas com folato sérico superior a
45nmol/L. As concentracfes aumentadas de tHcy plasmaticas foram definidas como

aquelas superiores a 13,9 pumol/L.

Os dados de UMFA de 78 individuos saudaveis que participaram do estudo de
intervencdo foram apresentados na Parte 4 desta tese. O percentil 90 (maiores
valores) foi utilizado como valor de corte para caracterizar valores elevados de UMFA

(>1,30 nmol/L) no presente estudo.

Anemia foi definida como hemoglobina menor que 12g/dL para mulheres e

menor que 13g/dL para homens.
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4 RESULTADOS

Os resultados estao apresentados em 4 partes, a saber:

4.1 Estudo dos 27 pacientes com esferocitose hereditaria e seus 54

controles

4.2 Estudo dos 50 individuos com B-talassemia heterozigética e seus 100

controles

4.3 Estudo com 30 individuos saudaveis submetidos a intervengcdo com

5mg/dia de acido félico

4.4 Valores de referéncia obtidos em 78 individuos saudaveis para as

concentracdes de vitaminas e tHcy
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4.1 Estudo dos 27 pacientes com esferocitose hereditaria e seus 54 controles

As caracteristicas gerais dos pacientes com esferocitose hereditaria (EH) e
seus controles saudaveis estdo apresentadas na Tabela 1.

A maioria dos pacientes EH (85,2%) declararam estar fazendo uso diario de
5mg de AF como terapéutica. Trés deles, apesar de ter dito estar tomando 5mg de AF
diariamente, apresentaram concentracdes muito baixas de folato sérico e UMFA
(Figura 13).

Os demais EH e os controles saudaveis ndo fizeram uso de AF ou

polivitaminicos pelo menos nos trés meses anteriores a coleta de sangue.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos pacientes com esferocitose hereditaria e seus
controles

Esferocitose Controle # P valor
Hereditéria
N= 27 N= 54

Idade (anos) 40 (28-55) 37,5 (28-54,3) 0,829
Género Feminino 21 (77,8) 42 (77,8) 1,000*
Cor declarada da pele
Branca 21 (74,1) 38 (70,4) 0,539**
Negra 2(7,4) 3 (5,6)
Parda 4 (14,8) 11 (20,4)
Amarela 0 2 (3,7)
IMC (kg/m?2) 23,7 (21,4-25,3) 24,0 (21,9-26,4) 0,634
Uso de &cido félico 23 (85,2) 0 <0,001*
(AF) Bmg/dia
Fumantes 2 (7,9 7 (13,0) 0,453*
Esplenectomizados 2(7,4) 0 0,108***

IMC: indice de massa corporal. # Os individuos controles saudaveis foram pareados aos pacientes com
EH, quanto a idade, indice de massa corporal (IMC), género e cor de pele declarada. As variaveis
numeéricas (idade e IMC) foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico (entre parénteses).
Os grupos foram comparados utilizando o teste de Mann-Whitney. As variaveis categoricas (género,
cor da pele, uso de AF e fumantes) foram apresentadas como ndmero de individuos e porcentagem
entre parénteses. Os grupos foram comparados usando os testes: * Teste Qui-Quadrado, **Teste
Likelihood ratio, *** Teste Exato de Fisher. Em negrito foram apresentados os P<0,05.
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Todos os pacientes EH apresentaram concentracdes de hemoglobina
superiores a 8 g/dL, sendo a esferocitose por este critério classificada como leve a
moderada. Quando se utilizou como parametro as taxas de reticulocitose, 25 (92,6%)
dos pacientes foram classificados como tendo esferocitose leve a moderada,
enquanto 2 (7,4) foram classificados como moderadamente grave a grave, de acordo

com os critérios propostos por Perrotta, Gallagher e Mohandas (2008).

Vitaminas e homocisteina total (tHcy)

As concentracfes de folato sérico, eritrocitario, UMFA e as formas 5-metil-
THF, 5-formil-THF e 5,10-metenil-THF foram maiores no grupo EH quando
comparadas com as concentracdes no grupo controle (Tabela 2). As concentracdes
séricas e eritrocitarias de folato foram, respectivamente, 2,1 e 1,7 vezes maiores no

grupo EH comparado ao controle.

As frequéncias de concentracdes elevadas de acido folico; de deficiéncia

desta vitamina; e de UMFA aumentado também estdo apresentadas na Tabela 2.

As concentracdes de folato sérico e eritrocitario pelo método microbiolégico e
de folato sérico total, UMFA e 5-metil-THF por LC-MS/MS estdo apresentadas na
Figura 12. As concentracbes suprafisiologicas de folato (>45nmol/L) foram
apresentadas na Tabela 2 de acordo com o método utilizado para determinacdo do
folato no soro (microbiolégico ou LCMS/MS). O grupo EH apresentou elevadas
concentracgfes de folato sérico, sendo que 5 (18,5%) individuos tinham concentracfes
superiores a 100nmol/L e 1 (3,7%) individuo apresentou concentracdo de 407nmol/L
(Tabela 2 e Figura 12).

N&o foi observada diferenca entre os grupos para as concentracfes de

vitamina B2 e de tHcy (Tabela 2 e Figura 13).
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Tabela 2. Concentracbes das vitaminas e de homocisteina total nos grupos
esferocitose hereditéria e controles

Esferocitose Controles P valor
Hereditaria
N=27* N=54*

Folato sérico (nmol/L)t 51,1 (20,2-93,2) 24,4 (14,5-39,8) 0,002

Concentragdes suprafisiologicas

(>45,0 nmol/L)* 15 (55,5) 7(12,9) <0,001*

Deficiéncia

(<13,6nmol/L)* 5(18,5) 12 (22,2) 0,700*
Folato eritrocitario (nmol/L)* 947 (535-2248) 569 (368-727) 0,003
Folato sérico total (nmol/L)?2 73,8 (32,1-144,0) 31,5 (24,1-41,8) <0,001

Concentracdes suprafisiolégicas

(>45,0 nmol/L)? 20 (74,1) 9 (16,7) <0,001*

Deficiéncia

(<13,6nmol/L)?2 1(3,7) 2(3,7) 1,000**
UMFA (nmol/L)2 3,78 (1,08-69,00) 0,75 (0,60-0,98) <0,001

UMFA aumentado

(>1,30 nmol/L)? 20 (74,1) 5(9.3) <0,001*
5-metil-THF (hmol/L)?2 62,3 (29,9-78,2) 29,3 (22,1-39,0) <0,001
5-formil-THF (nmol/L)?2 0,19 (0,13-0,31) 0,11 (0,05-0,13) <0,001
5,10-metenil-THF (nmol/L)? 0,02 (0,01-0,03) 0,09 (0,07-0,10) <0,001
THF (nmol/L)? 1,15 (0,78-1,47) 0,95 (0,72-1,06) 0,087
Mefox (hmol/L)? 7,93 (3,77-11,1) 1,28 (0,74-2,34) <0,001
Vitamina B12 (pmol/L)* 391 (254 — 494) 386 (253 — 502) 0,912
Homocisteina total (umol/L)3 9,1 (7,2 -10,6) 9,4 (8,6 -11,4) 0,207

IMicrobiolégico; 2LC/MS-MS; 3Quimioluminescéncia; UMFA: &cido fdlico ndo metabolizado; THF:
tetraidrofolato; Mefox: produto da oxidacdo do 5-metil-THF. *Para o folato eritrocitario, esferocitose
hereditaria N=26 e controles N=45 e para a forma 5,10-metenil-THF, esferocitose hereditaria N=25 e
controles N=18. As variaveis numéricas foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico
(entre parénteses) e os grupos foram comparados utilizando teste Mann-Whitney. As variaveis
categodricas foram apresentadas como numero de individuos e porcentagem entre parénteses e 0s
grupos foram comparados usando os testes Qui-Quadrado* ou teste Exato de Fisher**. O valor de corte
para caracterizar os valores aumentados, no nosso estudo, foi obtido a partir do P90 dos valores obtidos
nos individuos saudaveis utilizados como controles. Em negrito foram apresentados os valores de
P<0,05.
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Figura 12. Concentracbes de folato sérico por método microbioldgico (A), folato
eritrocitario (B), folato sérico total por LC-MS/MS (C), acido félico ndo metabolizado

(D) e 5-metil-tetraidrofolato (E) no grupo esferocitose hereditaria (EH) e controle

As linhas tracejadas horizontais correspondem aos valores de corte de deficiéncia e/ou concentracdes
suprafisioldgicas de folato e as concentracbes aumentadas de UMFA
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Figura 13. Concentracdes séricas de vitamina B1> (A) e plasmaticas de homocisteina

total (B) no grupo esferocitose hereditaria (EH) e controle

As linhas tracejadas horizontais correspondem aos valores de corte para deficiéncia de vitamina B12
(A) e valores elevados de homocisteina total (B). O valor de corte para caracterizar os valores
aumentados de tHcy foi obtido a partir do P90 dos valores obtidos nos individuos saudaveis controles
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As correlacdes de Spearman entre as concentracfes de folato sérico pelo
método microbioldgico e de folato sérico total e outras formas de folato por LC-MS/MS
nos grupos EH e controle estdo apresentadas na Tabela 3. E importante ressaltar as
correlagbes significantes entre as concentragfes de folato sérico determinadas por
método microbioldgico e as concentracdes de folato sérico total determinadas por LC-
MS/MS nos dois grupos avaliados (Tabela 3).

Tabela 3. Correlacbes de Spearman entre os valores de folato sérico determinados
pelo método microbiolégico e folato sérico total e suas formas determinados por LC-
MS/MS

METODO MICROBIOLOGICO
Folato sérico nmol/L

Esferocitose Hereditaria Controle

METODO LC-MS/MS

Folato sérico total (nmol/l)
UMFA (nmol/L)
5-metil-THF (nmol/L)

5-formil-THF (nmol/L)
THF (nmol/L)
5,10-metenil-THF (nmol/L)

r=0,98; P<0,001; N=27
r=0,83; P<0,001; N=27
r=0,82; P<0,001; N=27
r=0,21; P=0,296; N=27
r=0,34; P=0,083; N=27
r=0,55; P=0,004; N=25
r=0,30; P=0,125; N=27

r=0,89; P<0,001; N=54
r=0,29; P=0,032; N=54
r=0,91; P<0,001; N=54
r=-0,10; P=0,693; N=18
r=0,38; P=0,005; N=54
r=-0,06; P=0,667; N=53
r=0,38; P=0,005; N=54

MeFox (nmol/L)

UMFA: &cido félico ndo metabolizado; THF: tetraidrofolato; MeFox: produto da oxidagdo do 5-metil-
THF. As correlag@es significantes foram apresentadas em negrito

Na Figura 14 estdo apresentados os valores de folato sérico e folato
eritrocitario determinados pelo método microbioldgico; e também folato sérico total,
UMFA e 5-metil-THF determinados por LC-MS/MS de acordo com 0 uso terapéutico

ou ndo de AF declarado pelos pacientes.

A mediana e o intervalo interquartilico das concentracbes de UMFA nos
pacientes que fizeram uso de 5mg/dia de AF foi de 5,94 (1,92 — 76,10) nmol/L, enquanto
gue nos 4 pacientes com EH, que declararam nao terem feito uso da vitamina, estes
valores foram de 0,65 (0,46 — 1,0) nmol/L.
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Figura 14. Concentracbes de folato sérico por método microbioldgico (A), folato
eritrocitario (B), folato sérico por LC-MS/MS (C), acido folico ndo metabolizado (D) e
5-metil-tetraidrofolato (E) em pacientes com esferocitose hereditaria segundo o uso

terapéutico de 4cido félico no momento da coleta de sangue

As linhas tracejadas horizontais correspondem aos valores de corte de deficiéncia e/ou concentragbes
aumentadas

Na Figura 15 estdo apresentadas as concentracdes de vitamina B12 sérica e

tHcy plasmatica de acordo com o uso terapéutico ou ndo de AF.
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Figura 15. Concentracdes séricas de vitamina B1> (A) e plasmaticas de homocisteina
total (B) no grupo esferocitose hereditaria de acordo com o uso terapéutico diario ou
nao uso de AF

As linhas tracejadas horizontais correspondem aos valores de corte para deficiéncia de vitamina Bi2
(A) e valores elevados de homocisteina total (B)

O consumo alimentar dos individuos incluidos no estudo esta apresentado na
Tabela 4. Os grupos EH e controle foram semelhantes em relacdo ao consumo
alimentar considerando o valor caldrico total, macronutrientes e micronutrientes,

incluindo o consumo de folato de fontes naturais e sintético.

Foi observado uma correlacdo direta entre o consumo de folato sintético na
dieta e as concentracdes de UMFA (r=0,230, P=0,040, N=80), quando considerado o
grupo total (EH + controles). Porém, quando analisados separadamente cada um dos

grupos, nao foi observada correlacdo significante.
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Tabela 4. Consumo alimentar de pacientes com esferocitose hereditaria e seus

controles
Energia, macronutrientes e Esferocitose Hereditaria Controles p
nutrientes* N= 27 N= 54 valor
Energia (Kcal/dia) 1827,45 (1411,14 — 2336,04)  1909,05 (1577,04 — 2222,83)  0,806*
Carboidratos totais (g/dia) 249,28 (189,75 — 294,35) 244,09 (191,74 — 294,19) 0,792*
Proteinas Totais (g/dia) 73,91 (67,17 — 105,41) 76,25 (66,50 — 95,42) 0,867**
Proteinas animais (g/dia) 48,98 (46,81 — 66,47) 51,70 (42,96 — 68,37) 0,875**
Proteinas vegetais (g/dia) 26,48 (18,29 — 30,46) 24,03 (20,23 — 29,27) 0,650*
Gorduras Totais (g/dia) 61,80 (47,95 — 82,84) 66,10 (55,86 — 81,82) 0,390**
AG saturados (g/dia) 20,99 (15,21 — 28,21) 23,40 (18,76 — 30,28) 0,366*
AG monoinsaturados (g/dia) 21,75 (16,78 — 27,47) 22,73 (19,88 — 28,59) 0,297**
AG polinsaturados (g/dia) 15,65 (11,66 — 18,63) 14,78 (12,54 — 17,54) 0,835**
Colesterol (mg/dia) 257,29 (202,42 — 307,80) 253,73 (215,28 — 296,92) 0,805*
Fibras totais (g/dia) 17,08 (11,44 - 19,12) 16,13 (13,74 — 20,20) 0,472*
Ferro (mg/dia) 10,43 (8,28 — 13,57) 10,60 (8,67 — 12,69) 0,829*
Vitamina B2 (mg/dia) 1,52 (1,27 - 1,96) 1,56 (1,43 -1,80) 0,742*
Vitamina B6 (mg/dia) 1,71 (1,12 -2,03) 1,56 (1,21 - 2,03) 0,780**
Folato (ug DFE/dia) * 423,97 (351,33 — 501,66) 408,72 (338,45 — 499,88) 0,773*
Folato natural (ug/dia) 199,88 (173,24 — 225,74) 191,59 (172,25 — 231,91) 0,868*
Folato sintético (ug /dia) 128,22 (108,04 — 167,64) 116,00 (90,42 — 170,98) 0,553*
Vitamina B2 (ug /dia) 4,05 (2,89 — 4,56) 3,67 (3,06 — 4,78) 0,695**
Betaina (mg/dia) 107,82 (79,05 — 154,57) 119,25 (94,65 — 187,70) 0,270**
Colina (mg/dia) 302,67 (252,05-393,44) 305,75 (268,16 — 377,26) 0,891**
Metionina (g/dia) 1,72 (1,55 -2,35) 1,77 (1,51 -2,22) 0,980**

AG: &cidos graxos; * Considerado valor deatenuado pela remocéo da variabilidade intrapessoal. Os
valores apresentados sdo a mediana e intervalo interquartilico, entre parénteses. *Apresentado como
equivalente de folato dietético (dietary folate equivalents — DFE). 1 DFE = 1 ug de folato natural presente
nos alimentos = 0,6 ug de folato sintético proveniente dos alimentos fortificados. Os grupos foram
comparados utilizando os testes * test t-Student e ** teste de Mann-Whitney.

Parametros hematologicos e bioquimicos

Os dados dos parametros hematoldgicos e bioquimicos dos pacientes com
EH e seus controles estdo apresentados na Tabela 5. As diferencas encontradas nos
parametros hematolégicos no grupo EH comparado com o grupo controle é
compativel com o quadro hematoldgico de EH. A maior atividade de LDH no grupo EH

€ esperado em fungdo da maior hemdlise nesse grupo.
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Tabela 5. Valores hematoldgicos e bioquimicos dos pacientes com esferocitose

hereditaria e seus controles

Esferocitose Controles P valor
Hereditaria
N= 27 N=54
Eritrécitos x10%/pL 3,47 (3,23-3,98) 4,45 (4,21-4,73) <0,001
Hemoglobina (g/dL) 11,3 (9,6-12,3) 13,4 (12,6-14,3) <0,001
Presenca de anemia 21 (77,8) 3 (5,6) < 0,001
Hematécrito (%) 31,5 (28,1-35,5) 39,1 (37,7-41,8) <0,001
VCM (fL) 88,4 (84,7-95,9) 90,4 (86,5-92,2) 0,779
HCM pg/mL 31,5 (29,1-33,4) 30,4 (29,2-31,3) 0,130
CHCM (%) 34,9 (34,0-35,6) 33,9 (33,3-34,6) 0,001
RDW 19,1 (14,9-22,2) 13,2 (12,9-13,9) <0,001
Reticulécitos (%) 6,9 (3,0-8,7) 0,9 (0,7-1,1) <0,001
Leucocitos x103/uL 9,1 (6,6-11,8) 6,6 (5,3-7,6) 0,001
Plaquetas x103/uL 186 (166-275) 222 (194-250) 0,602
LDH (U/L) 615 (571-698) 401 (352-466) <0,001

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracao
hemoglobinica corpuscular média; RDW: red cells distribution width; LDH: lactato desidrogenase. As
variaveis numéricas foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico (entre parénteses) e os
grupos foram comparados utilizando teste Mann-Whitney. Os dados relativos a presenca de anemia
foram apresentados o niumero de individuos e a porcentagem entre parénteses, neste caso foi utilizado
0 Teste Exato Fischer. Considerou-se anemia quando as concentragfes de hemoglobina estavam
abaixo de 12g/dL para mulheres e abaixo de 13g/dL para homens. Em negrito foram apresentados 0s
P<0,05.

Embora néo tenha sido observada diferenca significante entre a concentracao
da PCR ultrassensivel nos dois grupos, os pacientes com EH apresentaram maior
namero de leucdcitos (Tabela 5) e maiores concentracdes séricas de IL-8 e TNF-a
(Tabela 6) quando comparados aos seus controles, mostrando um processo

inflamatério leve.

Somente nos pacientes com EH, houve correlacdo inversa entre as
concentragbes de UMFA e IL-10 (r=-0,488, P=0,010, N=27), assim como, correlacéo
inversa entre as concentracfes de folato sérico e IL-10 (r= -0,393, P=0,043, N=27) e
entre folato sérico e IFN-y (r=-0,392, P=0,043, N=27).
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Tabela 6. Concentracdes séricas de marcadores de processo inflamatério em
pacientes com esferocitose hereditaria e em seus controles

Esferocitose Controles P valor
Hereditaria
N= 27 N=54

PCR Ultrassensivel (mg/dL) 0,16 (0,10-0,35) 0,21 (0,08-0,41) 0,492
IL-6 (pg/mL) 1,51 (0,81-1,97) 1,04 (0,66-1,67) 0,096
IL-8 (pg/mL) 19,52 (10,33-85,09) 9,24 (6,11-13,74) < 0,001
IL-10 (pg/mL) 3,35 (1,69-6,66) 1,96 (0,74-3,90) 0,070
IFN-y (pg/mL) 5,86 (3,02-7,28) 5,39 (2,98-8,31) 0,612
TNF-a (pg/mL) 9,76 (6,97-17,45) 5,48 (3,76-8,12) < 0,001

PCR: proteina C reativa; IL: interleucina; IFN-y; interferon- y; TNF-qa; fator de necrose tumoral-a. As
variaveis foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico (entre parénteses) e 0s grupos
foram comparados utilizando teste Mann-Whitney. Em negrito foram apresentados os valores de
P<0,05.

Citotoxicidade das células NK

Para a analise de citotoxicidade das células NK em nosso estudo, foram
utilizados os parametros: numero de células, atividade litica e capacidade citotoxica
das células NK. Foi observado maior quantidade de células NK (mediana: 952; P25-
P75: 628-1165 células NK/pL) no grupo EH comparado com o numero de células NK
no grupo controle (mediana: 515; P25-P75: 349-712 células NK/uL). Entretanto,
mesmo com este aumento no numero de células NK no grupo EH, ndo houve
diferenca significante para a atividade litica e para a capacidade citotoxica das células
NK entre os grupos (Figura 16).
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Figura 16. Numero de células NK (A); atividade litica das células NK (B); e capacidade
citotoxica das células NK (C) em individuos com esferocitose hereditaria (EH) e seus

controles

As variaveis foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico e os grupos foram comparados
utilizando teste Mann-Whitney. Em negrito foram apresentados os P<0,05. O ndmero de amostras
analisadas sdo menores devido as dificuldades com a técnica in vitro, a qual precisava ser realizada
no dia e também devido a quantidade insuficiente de células mononucleares obtidas em alguns
individuos. Resultados apresentados como células NK/uL (A), atividade litica (107 cels/UL15%) (B) e
capacidade citotdxica ([células NK/pL] / UL15%) (C)
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Doze modelos de regresséo linear univariada, para a variavel dependente:
namero de células NK, foram realizados nos grupos de pacientes com EH, seus
controles e no grupo total (incluindo os dois grupos), e os resultados estao
apresentados na Tabela 7.

No grupo EH (modelo 4 da Tabela 7), o aumento de 1 Ln do folato eritrocitario
foi associado com a reducédo de 0,396 no Ln do namero de células NK. Esse modelo
explica 28% da variabilidade dos valores de Ln do niumero de células NK.

Por sua vez, o modelo 11 da Tabela 7, que incluiu os 27 EH e 54 controles,
mostrou que o aumento em 1 Ln do UMFA aumentou em 0,131 os valores de Ln do
numero de células NK, sendo que este modelo explicou 11,7% da variabilidade da
variavel dependente.

Tabela 7. Modelos de regressao linear univariada para a variavel dependente Ln do

numero de células de NK nos grupos de pacientes com EH, em seus controles e no

grupo total
Modelos Variaveis independentes Beta Erro R? P valor
Padrao de
beta

1 Ln de folato sérico (microbiolégico) 0,022 0,130 0,001 0,870
2 Ln de folato sérico total (LC-MS/MS) 0,063 0,136 0,009 0,646
3 Ln de UMFA 0,077 0,060 0,064 0,211
4 Ln do Folato eritrocitario -0,396 0,129 0,280 0,005
5 Ln de folato sérico (microbiolégico) -0,075 0,128 0,007 0,560

Ln de folato sérico total (LC-MS/MS) -0,180 0,150 0,029 0,236
7 Ln de UMFA -0,146 0,230 0,008 0,528

Ln do Folato eritrocitario -0,124 0,177 0,012 0,488
9 Ln de folato sérico (microbiolégico) 0,092 0,087 0,015 0,290
10 Ln de folato sérico total (LC-MS/MS) 0,129 0,089 0,028 0,149
11 Ln de UMFA 0,131 0,042 0,117 0,002
12 Ln do Folato eritrocitario -0,109 -0,123 0,015 0,317

Modelos 1 a 4: Grupo EH; Modelos 5 a 8: Grupo controle de EH; Modelos 9 a 12: EH e grupo controle
EH: esferocitose hereditaria; UMFA: acido folico ndo metabolizado. Valores significantes de P estéo
marcados em negrito
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Doze modelos de regressdo linear univariada, para variavel dependente:

atividade litica das células NK, foram realizados nos grupos de pacientes com EH,

seus controles e no grupo total (incluindo os dois grupos) e sdo apresentados na

Tabela 8.

Quando considerado o grupo total (EH + seus controles), no modelo 12 da

Tabela 8, o aumento de 1 Ln no folato eritrocitario foi associado com a reducéo de

0,375 nos valores de Ln da atividade litica das células NK. Esse modelo explicou 8,5%

da variabilidade dos valores de Ln da atividade litica das células NK no grupo total.

Tabela 8. Modelos de regressao linear univariada para a variavel dependente Ln da

atividade litica das células NK nos grupos de pacientes com EH, em seus controles e

no grupo total

Modelos Variaveis independentes Beta Erro R? P valor
Padréo de
beta
1 Ln de folato sérico (microbiolégico) -0,015 0,238 0,000 0,952
2 Ln de folato sérico total (LC-MS/MS) 0,043 0,246 0,002 0,863
3 Ln de UMFA 0,106 0,105 0,060 0,328
4 Ln de folato eritrocitario -0,375 0,257 0,117 0,164
5 Ln de folato sérico (microbiolégico) -0,137 0,230 0,010 0,555
6 Ln de folato sérico total (LC-MS/MS) -0,315 0,370 0,021 0,400
7 Ln de UMFA -0,029 0,499 0,000 0,953
8 Ln de folato eritrocitario -0,205 0,324 0,013 0,533
9 Ln de folato sérico (microbiolégico) -0,148 0,142 0,020 0,305
10 Ln de folato sérico total (LC-MS/MS) -0,163 0,152 0,022 0,288
11 Ln de UMFA -0,014 0,072 0,034 0,850
12 Ln de folato eritrocitario -0,375 0,177 0,085 0,040

Modelos 1 a 4: Grupo EH; Modelos 5 a 8: Grupo controle de EH; Modelos 9 a 12: EH e grupo controle
EH: esferocitose hereditaria; UMFA: acido folico ndo metabolizado

Doze modelos de regressado linear univariada, para varidvel dependente:

capacidade citotoxica das células NK, foram realizados nos grupos de pacientes com

EH, seus controles e no grupo total (incluindo os dois grupos) e sado apresentados na

Tabela 9.
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No grupo EH, no modelo 4 da Tabela 9, o aumento de 1 Ln no folato
eritrocitario foi associado com a reducéo de 0,875 no Ln da capacidade citotoxica das
células NK. Esse modelo explicou 30,9% da variabilidade dos valores de Ln da

capacidade citotéxica das células NK.

O mesmo achado foi encontrado no modelo 12 da Tabela 9, o aumento de 1
Ln no folato eritrocitario foi associado com a reducédo de 0,533 nos valores de Ln da
capacidade citotoxica das células NK. Esse modelo explicou 12,1% da variabilidade
da variavel dependente.

Tabela 9. Modelos de regressao linear univariada para a variavel dependente Ln da
capacidade citotoxica das células de NK nos grupos de pacientes com EH, em seus

controles e no grupo total

Modelos Variaveis independentes Beta Erro R? P valor
Padréo de
beta

1 Ln de folato sérico (microbiolégico) 0,097 0,342 0,005 0,781
2 Ln de folato sérico total (LC-MS/MS) 0,215 0,350 0,023 0,547
3 Ln de UMFA 0,229 0,370 0,137 0,131
4 Ln de folato eritrocitario -0,875 0,327 0,309 0,017
5 Ln de folato sérico (microbiolégico) -0,153 0.247 0,011 0,538
6 Ln de folato sérico total (LC-MS/MS) -0,367 0,397 0,025 0,361
7 Ln de UMFA -0,294 0,534 0,009 0,585
8 Ln de folato eritrocitario -0,301 0,345 0,025 0,390
9 Ln de folato sérico (microbiolégico) -0,011 0,173 0,000 0,948
10 Ln de folato sérico total (LC-MS/MS) 0,044 0,184 0,001 0,813
11 Ln de UMFA 0,115 0,085 0,034 0,182
12 Ln de folato eritrocitario -0,533 0,207 0,121 0,013

Modelos 1 a 4: Grupo controle de EH; Modelos 5 a 8: Grupo EH; Modelos 9 a 12: EH e grupo controle
EH: esferocitose hereditaria; UMFA: acido folico ndo metabolizado

N&o foram observadas correlagdes entre os parametros de citotoxicidade e as
concentragdes de citocinas séricas (IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-a), com excecéo da
correlagéo direta entre o numero de células NK e as concentracdes séricas de TNF-a
observada no grupo EH (r=0,474, P=0,014, N=26).
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Metilacao global do DNA

A metilagcéo global do DNA foi semelhante entre os grupos EH e controle (P=
0,192).

Os valores da mediana do Ln da metilacdo global do DNA foram utilizados

para estratificar cada um dos grupos EH e controle, em dois subgrupos.

O subgrupo com maiores valores de metilagdo global do DNA foi utilizado
como variavel dependente no célculo da AUC (Area Under Curve) para ambos os
grupos (EH e seus controles). As variaveis independentes analisadas em cada modelo
foram: consumo de folato na dieta (consumo de folato total ajustado para DFE, folato
natural e folato sintético, Figura 17) e os valores de folato (sérico, eritrocitario, UMFA

e 5-metil-THF, Figura 18).
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Folato total DFE (ug DFE/ dia) 0,402(0,162-0,641) 0,658 (0,487-0,829)
0,424 0,087
Folato natural (ug/ dia) 0,538 (0,289-0,787) 0,512(0,334-0,691)
0,127 0,091
Folato sintético (ug/ dia) 0,356 (0,124-0,588) 0,603 (0,430-0,777)
0,119 0,089

Figura 17. Curva ROC para variavel dependente: ter maiores valores do Ln de
metilacdo global do DNA (= mediana) nos grupos EH e seus controles. As variaveis
independentes foram o consumo alimentar de folato (total ajustado para DFE, natural

e sintético)

EH: esferocitose hereditaria; DFE: equivalente de folato dietético
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CurvaROC CurvaROC
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0,818 0,247
UMFA (nmol/L) 0,640 (0,401-0,880) 0,447 (0,258-0,636)
0,264 0,583
5-metil-tetraidrofolato (nmol/L) 0,566 (0,315-0,818) 0,432 (0,243-0,622)
0,599 0,483

Figura 18. Curva ROC para variavel dependente: ter maiores valores do Ln de
metilagdo global do DNA (= mediana) nos grupos EH e seus controles. As variaveis
independentes foram: folato sérico, eritrocitario, acido félico ndo metabolizado (UMFA)

e 5-metil-tetraidrofolato

EH: esferocitose hereditaria; Folato RBC: folato eritrocitario; THF: tetraidrofolato

As AUC das variaveis de consumo alimentar e também de valores de folato,
nao foram significantes para a variavel dependente “ter maiores valores na taxa de
metilacdo global do DNA”, tanto no grupo EH como no controle, mostrando que as
variaveis do consumo de folato da dieta ndo foram consideradas marcadores

adequados para a metilacéo global do DNA.

N&o foi observado associacdo entre metilacdo global e as concentracdes de

vitamina B12 e tHcy em ambos grupos.

Dois modelos de regressao logistica multivariada, para variavel dependente
“ter maiores valores de metilacao global do DNA” foram realizados, sendo um para o
grupo EH e outro para o grupo controle. As variaveis independentes incluidas nesses
modelos foram categorizadas segundo as medianas dos Ln dos valores de
expressoes de RNAm de genes da DHFR, MTHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8.
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Como resultado, apenas 0 aumento dos valores de expressao de TNF-a foram

associados a protecao para os maiores valores de metilacao global no grupo controle

(Tabela 10).

Talela 10. Regressao Logistica multivariada para variavel dependente “ter maiores
valores de metilagdo global do DNA” para grupo esferocitose hereditaria e seus

controles

Modelos Variaveis Independentes

OR (IC 95%)

P valor

! Mediana do Ln de exp DHFR

Mediana do Ln de exp MTHFR
Mediana do Ln de exp IFN-y
Mediana do Ln de exp TNF-a
Mediana do Ln de exp IL-8

2 Mediana do Ln de exp DHFR
Mediana do Ln de exp MTHFR
Mediana do Ln de exp IFN-y
Mediana do Ln de exp TNF-a
Mediana do Ln de exp IL-8

1,67 (0,17-16,79)
3,09 (0,28-33,44)
0,25 (0,03-2,36)
0,491 (0,07-3,67)
0,41 (0,05-3,71)

0,73 (0,16 — 3,45)
2,38 (0,49-11,57)
0,69 (0,16-2,98)
0,21 (0,05 — 0,82)
1,20 (0,30-4,84)

0,663
0,353
0,227
0,488
0,425

0,694
0,284
0,620
0,025
0,799

Modelo 1: varidveis do grupo esferocitose hereditaria; Modelo 2: Varidveis do grupo controle.
DHFR: diidrofolato redutase; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; IFN-y: interferon-y;
TNF-q; fator de necrose tumoral-a; IL-8: interleucina-8; exp: expressdo de RNAm. As variaveis
independentes foram transformadas em categéricas (O=valores menores que a mediana e 1

valores maiores ou iguais a mediana) dos Ln das concentra¢des das variaveis

Expressdes de RNAmM

As expressdes dos RNAm dos genes da DHFR, MTHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8

nos grupos de pacientes com EH e seus controles estdo apresentadas na Figura 19.

Observou-se que os pacientes com EH apresentaram maiores expressées de RNAmM

do gene da IL-8 e menores expressbes de RNAm do gene da IFN-y quando

comparados aos controles.
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Figura 19. Expressdes do RNAm dos genes da DHFR (A), MTHFR (B), IFN-y (C),

TNF-a (D) e IL-8 (E) nos grupos de pacientes com esferocitose hereditaria (EH) e

seus controles

DHFR: diidrofolato redutase; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; IFN-y: interferon-y; TNF-a:
fator de necrose tumoral-a
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Foram observadas correlagdes diretas entre as expressoes de RNAm dos gene
de IFN-y e IL-8 no grupo EH (Tabela 11).

Tabela 11. Correlagdo de Spearman entre os valores das expressfes dos genes da
DHFR, MTHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8 no grupo esferocitose hereditaria

Expressdes de RNAm MTHFR IL-8 IFN-y TNF-a
dos genes
DHFR r=0,012 r=0,165 r= 0,308
P= 0,956 P= 10,440 P=0,134
N= 25 N= 25 N= 25
MTHFR r=0,143 r=0,189 r=0,311
P=0,495 P=0,377 P=0,131
N= 25 N= 25 N= 25
IL-8 r= 0,536 r= 0,264
P= 0,007 P= 0,203
N= 25 N= 25
IFNy r=0,076
P=0,725
N= 25

DHFR: diidrofolato redutase; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; IFN-y: interferon-y; TNF-a:

fator de necrose tumoral-a. As correlacdes significantes estdo marcadas em negrito

No grupo controle, foram observadas correlacdes diretas entre as expressoes

dos genes do TNF-a com as expressdes de RNAmM dos genes de DHFR, MTHFR, IFN-

y e IL-8; e entre as expressfes de RNAmM do gene da MTHFR e do gene da IFN-y

(Tabela 12).

Quando considerado o efeito das concentracbes de UMFA sobre as

expressodes de genes da DHFR, MTHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8, ndo foram observadas

correlacdes significantes em nenhum dos grupos.
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Tabela 12. Correlagdo de Spearman entre os valores das expressdes dos genes da
DHFR, MTHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8 no grupo controle

Expressdes de RNAmM MTHFR IL-8 IFNy TNF-a
dos genes
DHFR r=0,648 r=-0,073 r=0,272 r=0,417
P< 0,001 P= 0,605 P=0,051 P= 0,002
N= 53 N=53 N=53 N=53
MTHFR r=-0,194 r=0,391 r=0,433
P=0,164 P= 0,004 P= 0,001
N=53 N=53 N=53
IL-8 r=0,126 r= 0,506
P= 0,369 P< 0,001
N=53 N=53
IFNy r=0,293
P= 0,033
N=53

DHFR: diidrofolato redutase; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; IFN-y: interferon-y; TNF-a:
fator de necrose tumoral-a. As correlacdes significantes estdo marcadas em negrito

Quando o grupo de pacientes EH foi estratificado em dois subgrupos segundo
a mediana de UMFA (< e = 3,78 nmol/L), ndo foram observadas diferencas entre estes
dois grupos para 0s seguintes parametros: numero de leucdcitos, eritrécitos e
reticulocitos, hemoglobina, VCM, LDH, PCR-us, vitamina Bi2, tHcy, metilacdo global
do DNA, expressdes de RNAm de genes da DHFR, MTHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8 e
citocinas séricas, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-q.

Quando estes mesmos parametros foram avaliados comparando-se o 1° tercil
(menores valores) com o 3° tercil (maiores valores) de UMFA no grupo EH, os
pacientes pertencentes ao tercil com maiores valores de UMFA apresentaram

menores concentracdes séricas de IL-10 e IFN-y.
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4.2 Estudo dos 50 individuos com B-talassemia heterozigética e seus 100

controles

As caracteristicas gerais dos participantes com B-talassemia heterozigotica ([3-
TH) e seus controles estdo apresentadas na Tabela 13.

Apenas 13 (26%) dos individuos B-TH declararam estar fazendo uso
terapéutico com AF. Destes, 11 faziam uso diario de 1 comprimido de 5mg de AF e 2
individuos tomavam de forma néo regular (1 a 3 comprimidos por semana). Os demais
B-TH e os controles saudaveis declararam néo ter feito uso de AF ou polivitaminicos

pelo menos nos trés meses anteriores a coleta de sangue.

A cor de pele declarada foi diferente entre os grupos, com menor frequéncia

daqueles que se declararam como pardos no grupo B-TH.

Tabela 13. Caracteristicas gerais dos pacientes com B-talassemia heterozigotica e

seus controles

B-talassemia Controle # P valor
heterozigética
N= 50 N= 100

Idade (anos) 51 (37-60) 44 (30-57) 0,105
Género Feminino 35 (70,0) 70 (70,0) 1,000*
Cor declarada da pele 0,004**
Branca 46 (92,0) 71 (71,0)
Negra 2 (4,0) 3(3,0)
Parda 2 (4,0) 24 (24,0)
Amarela 0 2 (2,0)
IMC (Kg/m?) 25,5 (24,0-29,4) 25,3 (23,1-27,7) 0,209
Uso de acido folico 13 (26,0) 0 <0,001***
(AF)
Fumantes 5(10,0) 11 (11,0) 0,852*

IMC: indice de massa corporal. #Os individuos controles saudaveis foram pareados aos individuos [3-
talassémicos heterozigéticos, quanto a idade, género e IMC. As variaveis numéricas (idade e IMC)
foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico (entre parénteses), os grupos foram
comparados utilizando teste Mann-Whitney. As varidveis categoéricas (género, cor da pele, uso de AF
e fumantes) foram apresentadas como nimero de sujeitos e porcentagem entre parénteses. *Teste
Qui-Quadrado, **Teste Likelihood ratio, ***Teste Exato de Fisher
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As mutagbes que caracterizam o fenotipo dos individuos [B-TH estdo
apresentadas na Tabela 14. Foram observadas 7 diferentes muta¢des nos individuos
estudados. Quatro individuos ndo foram classificados dentro das mutacdes

pesquisadas. A mutacdo mais frequente foi a mutagéo no cédon 39 (C—T).

Tabela 14. Frequéncias de alteracées moleculares encontradas nos individuos com
B-talassemia heterozigotica (n=50)

Alteracbes moleculares Fenétipos * Frequéncias
Codon 39 (C—T) B° 35 (70)
IVS-I-1 (G—A) B° 1(2)
Codon 2 (CAC—CAT) B° 1(2)
Total B° 37 (74)
IVS1-110 (G—A) B* 6 (12)
IVS-I-6 (T—C) B* 1(2)
-88 (C—T) B* 1(2)
-87 (C>G) B* 1(2)
Total B* 9 (18)
N&o classificada 4 (8)

Os dados de frequéncias foram apresentados como nimero de individuos e porcentagem entre
parénteses. *Jankovic et al., 1990; Patrinos et al., 2004

Vitaminas e homocisteina total (tHcy)

N&o houve diferenca entre as concentracfes de folato sérico, vitamina B1, e
tHcy nos individuos B-TH e em seus controles. Entretanto, foram observadas maiores
concentracfes de folato eritrocitario no grupo B-TH quando comparado com o0 grupo
controle (Tabela 15 e Figura 20).

As frequéncias de individuos com concentracdes suprafisiolégicas de folato
sérico (>45nmol/L) e com deficiéncia de folato (<13,6nmol/L) foram semelhantes entre

os dois grupos analisados (Tabela 15).

Apenas 1 (2%) individuo B-TH apresentou deficiéncia de vitamina Bi»
(concentracdes séricas <148 pmol/L), enquanto 5 (10%) B-TH e 9 (9%) controles

apresentaram concentracdes aumentadas de tHcy (> 13,9 pmol/L).
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Tabela 15. Concentracdes das vitaminas e de homocisteina total no grupo B-

talassémicos heterozigotos e no grupo controle

B-talassemia Controles P valor
heterozigética
N=50 N=100*

Folato sérico (nmol/L) 22,3 (11,5-34,7) 23,5 (14,4-38,4) 0,667
Concentragdes suprafisioldgicas 11 (22) 12 (12) 0,109
(>45,0nmol/L)

Deficiéncia (<13,6nmol/L) 15 (30) 23 (23) 0,353
Folato eritrocitario (nmol/L) 720 (535-1162) 508 (334-727) <0,001
Vitamina B12 (pmol/L) 397 (314-507) 401 (301-527) 0,779
Homacisteina total (umol/L) 9,8 (8,5-12,5) 9,5(8,6-11,3) 0,489

*Para o folato eritrocitario, controles N=81. As variaveis foram apresentadas em mediana e intervalo
interquartilico (entre parénteses) e os grupos foram comparados utilizando teste Mann-Whitney. As
variaveis categoricas foram apresentadas como nimero de individuos e porcentagem entre parénteses
e o0s grupos foram comparados usando os testes Qui-Quadrado. Em negrito foram apresentados os

valores de P<0,05.
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Figura 20. Concentracdes de folato sérico (A) e eritrocitario (B), vitamina B> (C) e

homocisteina total (D) nos grupos B-talassemia heterozigética e controle

Os grupos foram comparados utilizando teste Mann-Whitney e as linhas horizontais sdo as medianas
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O consumo alimentar dos individuos B-TH e seus controles est4 apresentado
na Tabela 16. Nao foram observadas diferencgas significantes entre os grupos B-TH e
controle em relagdo ao consumo alimentar considerando o valor calérico total,

macronutrientes e micronutrientes.

Tabela 16. Consumo alimentar de pacientes com B-talassemia heterozigotica e seus

controles
Energia, macronutrientes e Talassemia Controles P
nutrientes* N= 50 N= 98 valor

Energia (Kcal/dia) 1964,94 (1765,43 — 2216,59)  1946,95 (1623,82 — 2324,34)  0,676**
Carboidratos totais (g/dia) 254, 46 (212,99 — 298,53) 244,63 (201,65 — 297,37) 0,231*
Proteinas Totais (g/dia) 81,65 (67,74 — 95,90) 83,69 (68,20 — 99,81) 0,290*
Proteinas animais (g/dia) 55,84 (45,64 — 67,90) 57,94 (45,96 — 74,36) 0,325**
Proteinas vegetais (g/dia) 26,63 (21,63 — 29,59) 24,62 (20,75 — 29,81) 0,427**
Gorduras Totais (g/dia) 68,70 (61,00 — 83,50) 67,53 (58,83 — 78,78) 0,347+
AG saturados (g/dia) 23,34 (20,58 — 29,31) 22,77 (18,94 — 27,53) 0,259*
AG monoinsaturados (g/dia) 24,81 (20,63 — 30,57) 23,82 (20,49 — 28,44) 0,494*
AG polinsaturados (g/dia) 15,61 (12,69 — 19,61) 15,32 (12,89 — 18,73) 0,471*
Colesterol (mg/dia) 253,36 (217,43 — 290,13) 256,34 (222,00 — 307,93) 0,514**
Fibras totais (g/dia) 18,44 (13,85 — 20,92) 17,53 (13,98 — 21,20) 0,964**
Ferro (mg/dia) 10,85 (9,64 — 12,34) 10,80 (8,92 — 12,73) 0,950*
Vitamina B2 (mg/dia) 1,58 (1,42 — 1,89) 1,61 (1,38 — 1,91) 0,822*
Vitamina B6 (mg/dia) 1,54 (1,33 - 1,97) 1,76 (1,41 — 2,03) 0,853*
Folato (ug DFE/dia) * 413,80 (364,64 — 476,76) 410,05 (352,72 — 467,72) 0,595**

Folato natural (ug/dia) 216,30 (174,63 — 239,48) 210,19 (181,37 — 257,94) 0,466*

Folato sintético (pg/dia) 122,85 (101,05 — 151,87) 112,13 (83,27 — 140,33) 0,166*
Vitamina B2 (ug /dia) 3,95 (2,95-4,92) 3,71 (3,07 - 5,22) 0,878**
Betaina (mg/dia) 119,39 (103,16 — 152,40) 125,31 (100,98 — 156,69) 0,666*
Colina (mg/dia) 323,17 (269,49 — 388,36) 329,32 (272,35 — 398,82) 0,331**
Metionina (g/dia) 1,87 (1,54 — 2,23) 1,89 (1,54 — 2,38) 0,432**

AG: acidos graxos; * Considerado valor de atenuado pela remocao da variabilidade intrapessoal. Os
valores apresentados sdo a mediana e percentis 25 e 75, entre parénteses. *Apresentado como
equivalente de folato dietético (dietary folate equivalents — DFE). 1 DFE = 1 ug de folato natural presente
nos alimentos = 0,6 pg de folato sintético proveniente dos alimentos fortificados. Os grupos foram
comparados utilizando os testes: * teste de t-Student e ** teste de Mann-Whitney.

N&o houve correlagdo entre o consumo de folato natural, folato sintético e

consumo total de folato, apresentado como equivalente de folato dietético (DFE), com
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as concentracgdes de folato sérico tanto no grupo B-TH, quanto no grupo controle. O
consumo de vitamina Bi> ndo foi correlacionado com a concentracao sérica desta

vitamina nos dois grupos.

Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Foi observado maior nimero de eritrocitos e menores valores de hemoglobina
e VCM nos individuos B-TH quando comparados aos controles, sendo alteracdes
caracteristicas de p-TH (Tabela 17). Da mesma forma, o aumento significante das
concentracbes de hemoglobina A2 (HbA2) caracteriza os individuos com B-TH.
Embora a frequéncia de reticulocitos seja mais alta do que a dos controles, este

aumento é discreto e caracteriza um leve aumento da eritropoese.

Tabela 17. Valores hematolégicos e bioquimicos dos pacientes com B-talassemia
heterozigdtica e em seus controles

B-talassemia Controles P valor
heterozigética
N= 50 N= 100
Eritrécitos x10%/pL 5,47 (5,05-5,96) 4,55 (4,29-4,94) < 0,001
Hemoglobina (g/dL) 11,6 (10,6-12,4) 13,9 (12,0-14,9) < 0,001
Presenca de anemia 38 (76,0) 7 (7,0) <0,001
Hematdcrito (%) 35,5 (32,9-37,9) 40,6 (38,7-43,2) <0,001
VCM (fL) 64,5 (62,8-67,0) 89,1 (86,4-91,9) < 0,001
HCM pg/mL 21,2 (20,1-21,9) 30,6 (29,4-31,6) <0,001
CHCM (%) 32,4 (31,8-33,3) 34,2 (33,5-34,9) <0,001
RDW 15,1 (14,4-16,1) 13,2 (12,7-13,9) <0,001
Reticulécitos (%) 1,1(0,8-1,8) 0,8 (0,7-1,1) < 0,001
Leucécitos x10%/uL 7.2 (6,2-8,8) 6,8 (5,5-7,5) 0,006
Plaguetas x10%/uL 211 (179-272) 216 (191-246) 0,800
Hemoglobina A2 (%) 4,7 (4,2-5,2) 2,3 (2,1-2,6) < 0,001
Hemoglobina fetal (%) 1,4 (0,9-4,2) 0,5 (0-0,7) < 0,001
LDH (U/L) 428 (382-493) 426 (390-486) 0,914

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragéo
hemoglobinica corpuscular média; RDW: red cells distribution width; LDH: lactato desidrogenase. As
variaveis numéricas foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico (entre parénteses) e 0s
grupos foram comparados utilizando teste Mann-Whitney. A varidvel categorica anemia foi apresentada
como numero de individuos (porcentagem). Foi considerado anemia quando os valores de hemoglobina
foram inferiores a 13,0 g/dL para os homens, e para as mulheres, valores inferiores a <12,0 g/dL. *As
frequéncias foram comparadas entre os grupos utilizando o teste Qui-quadrado.
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Em relacdo aos marcadores de processo inflamatério, apenas as
concentragdes de IL-6 e IL-8 foram maiores nos individuos B-TH quando comparadas

com o grupo controle (Tabela 18).

Foi observado correlacdo direta entre folato eritrocitario e concentracdes
séricas de IFN-y (r=0,335, P=0,017, N=50) no grupo B-TH e correla¢do direta entre as
concentracdes de folato sérico e de IL-8 sérica (r=0,198, P=0,048, N=100) no grupo

controle.

Tabela 18. Concentracdes de marcadores de processo inflamatério nos individuos

com [B-talassemia heterozigoética e em seus controles

B-talassemia Controles P valor
heterozigética
N= 50 N= 100

PCR ultrassensivel (mg/dL) 0,24 (0,10-0,45) 0,17 (0,07-0,40) 0,193
IL6 (pg/mL) 1,19 (0,84-1,76) 0,89 (0,48-1,30) 0,004
IL-8 (pg/mL) 12,89 (7,35-56,77) 7,13 (4,85-11,35) <0,001
IL10 (pg/mL) 2,67 (1,04-4,58) 2,61 (1,20-4,46) 0,873
IFN-y (pg/mL) 6,83 (3,09-10,62) 4,97 (2,62-7,93) 0,091
TNF-a (pg/mL) 5,28 (3,47-7,19) 4,22 (3,13-6,24) 0,106

PCR: proteina C reativa; IL: interleucina; IFN-y; interferon- y; TNF-a; fator de necrose tumoral-a. As
variadveis foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico (entre parénteses) e 0s grupos
foram comparados utilizando teste Mann-Whitney. Em negrito foram apresentados os P<0,05.

Citotoxicidade das células NK

Observou-se aumento significante no numero de células NK no grupo B-TH
(mediana: 634, P25-P75: 425-923 células NK/pL) quando comparado com oS
controles saudaveis (mediana: 492, P25-P75: 322-690 células NK/uL). Entretanto,
mesmo com este aumento, ndo houve diferenca significante para a atividade litica e

para a capacidade citotoxica das células NK entre os grupos (Figura 21).
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Figura 21. Namero de células NK (A); atividade litica das células NK (B); e capacidade
citotoxica das células NK (C) em individuos com B-talassemia heterozigética (B-TH) e

seus controles

As variaveis foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico e os grupos foram comparados
utilizando teste Mann-Whitney. Em negrito foi apresentado P<0,05. O nimero de amostras analisadas
sdo menores devido as dificuldades com a técnica in vitro, a qual precisava ser realizada no dia e
também devido a quantidade insuficiente de células mononucleares obtidas em alguns individuos.
Resultados apresentados como células NK/UL, atividade litica (107 cels/ UL15%) e capacidade
citotdxica ([células NK/uL] / UL15%)

Seis modelos de regressao linear univariada, para cada uma das seguintes
variaveis dependentes: nuamero, atividade litica e capacidade citotoxica de células NK
foram realizados nos grupos de pacientes com 3-TH, seus controles e no grupo total
(incluindo os dois grupos), e os resultados estdo apresentados, respectivamente, nas
Tabela 19, 20 e 21.

N&o foi observada associacdo entre as concentracdes de folato (sérico e

eritrocitario) e o numero das células NK, em ambos os grupos (Tabela 19).

Considerando o grupo total, (modelo 6 da Tabela 20), o aumento de 1 Ln no
folato eritrocitario foi associado com a reducdo em 0,323 do valor do Ln da atividade
litica das células NK. Esse modelo de regressao explicou 4,9% da variabilidade da

varavel dependente.

Observou-se que no grupo controle (modelo 4, Tabela 20), que o aumento de
1 Ln no folato eritrocitario foi associado com a reducgédo de 0,524 no Ln da atividade
litica das células NK. Esse modelo explica 11,4% da variabilidade dos valores de Ln
da atividade litica de NK.
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Tabela 19 Modelos de regresséo linear univariada para o Ln do numero de células

de NK nos grupos de individuos com (-TH, em seus controles e no grupo total

Modelos Variaveis independentes Beta  Erro Padréo R? P valor
de beta
Ln de folato sérico (microbiol6gico) 0,026 0,081 0,003 0,745
Ln de folato eritrocitario 0,120 0,106 0,031 0,262
Ln de folato sérico (microbioldgico) -0,134 0,069 0,043 0,055
Ln de folato eritrocitario 0,024 0,086 0,001 0,785
5 Ln de folato sérico (microbiol6gico) -0,062 0,054 0,010 0,256
6 Ln de folato eritrocitario 0,112 0,064 0,026 0,085

Modelos 1 e 2: Grupo B-TH; Modelos 3 e 4: Grupo controle de B-TH; Modelos 5 e 6: B-TH e grupo
controle. B-TH: B-talassemia heterozig6tica. As regressodes lineares univariadas foram realizadas com

variaveis transformadas em Logn

Tabela 20. Modelos de regressao linear univariada para o Ln da atividade litica das

células NK nos grupos de individuos com B-TH, em seus controles e no grupo total

Modelos Variaveis independentes Beta  Erro Padréo R? P valor
de beta
1 Ln de folato sérico (microbioldgico) -0,001 0,178 0,000 0,996
Ln de folato eritrocitario -0,171 0,270 0,012 0,530
Ln de folato sérico (microbioldgico) 0,213 0.170 0.026 0.213
Ln de folato eritrocitario -0,524 0,194 0,114 0,009
5 Ln de folato sérico (microbioldgico) -0,106 0,121 0,008 0,386
6 Ln de folato eritrocitario -0,323 0,149 0,049 0,033

Modelos 1 e 2: Grupo B-TH; Modelos 3 e 4: Grupo controle de B-TH; Modelos 5 e 6: B-TH e grupo
controle. B-TH: PB-talassemia heterozigética. Os modelos de regressdo linear univariada foram

realizados com varidveis transformadas em Logn

Por sua vez, o modelo 4 da Tabela 21, que incluiu o grupo controle dos

individuos B-TH, mostrou que o aumento em 1 Ln de folato eritrocitario foi associado

com a reducgédo de 0,700 nos valores de Ln da capacidade citotoxica das células NK,

sendo que este modelo explicou 16,5% da variabilidade dos valores da variavel

dependente.
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Tabela 21. Modelos de regressao linear univariada para o Ln da citotoxicidade das
células NK nos grupos de individuos com B-TH, em seus controles e no grupo total

Modelos Variaveis independentes Beta  Erro Padréo R? P valor
de beta

1 Ln de folato sérico (microbioldgico) -0,046 0,201 0,001 0,819

Ln de folato eritrocitario 0,129 0,289 0,006 0,658

Ln de folato sérico (microbioldgico) -0,145 0.191 0,009 0,450

Ln de folato eritrocitario -0,700 0,205 0,165 0,001

5 Ln de folato sérico (microbioldgico) -0,093 0,136 0,005 0,495

6 Ln de folato eritrocitario -0,287 0,161 0,032 0,078

Modelos 1 e 2: Grupo B-TH; Modelos 3 e 4: Grupo controle de B-TH; Modelos 5 e 6: B-TH e grupo
controle. B-TH: B-talassemia heterozigotica. As regressdes lineares univariadas foram realizadas com
variaveis transformadas em Logn

N&o foi observada correlacdo entre os parametros de citotoxicidade e
citocinas séricas IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-a nos individuos 3-TH.

Nos individuos controles houve correlacéo direta do nimero de células NK
com IL-6 (r=0,274, P=0,011, N=86) e com IL-10 (r=0,328, P=0,002, N=86).

Metilacao global do DNA

N&o foram observadas diferencas entre as taxas de metilacdo global do DNA

entre os grupos B-TH e controle.

Os valores da mediana da metilacdo global do DNA foram utilizados para
estratificar os grupos p-TH e controle, em dois novos subgrupos. O subgrupo com
maiores valores de metilacdo global do DNA foi utilizado como variavel dependente
no calculo da AUC (Area Under Curve) para ambos 0s grupos (B-TH e seus controles).
As variaveis independentes analisadas foram: consumo de folato na dieta (consumo
de folato total ajustado para DFE, folato natural e folato sintético, Figura 22) e os

valores de folato no sangue (sérico e eritrocitario, Figura 23).

As AUC da variavel consumo alimentar de folato ajustado para DFE mostrou
AUC de aproximadamente 0,700, mostrando ser um bom marcador para a variavel

dependente “ter maiores valores de metilagdo global do DNA”, tanto no grupo B-TH



95

como no controle. Somente no grupo B-TH foi observado uma associacéo entre o

consumo de folato sintético da dieta com a variavel dependente “ter maiores valores

de metilacdo global do DNA” (Figura 21).

Sensibilidade

Legenda

— Folato natural
—— Folato sintético
— Folato total DFE
— Linha referéncia
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1 - Especificidade 1 -Especificidade
B-TH Controle
Area (IC95%) Area (IC95%)
P valor P valor
Folato total DFE (ug DFE/ dia) 0,686 (0,525-0,846) 0,638 (0,516-0,760)
0,037 0,031
Folato natural (ug/ dia) 0,511 (0,335-0,687) 0,556 (0,432-0,679)
0,900 0,383
Folato sintético (ug/ dia) 0,736 (0,575-0,898) 0,530 (0,404-0,656)
0,008 0,637

Figura 21. Curva ROC para variavel dependente: ter maiores valores do Ln de

metilacéo global do DNA (= mediana) nos grupos B-TH e seus controles. As variaveis

independentes foram o consumo alimentar de folato (total ajustado para DFE, natural

e sintético)

B-TH: B-talassemia heterozigoética; DFE: equivalente de folato dietético

Por outro lado, ndo foi encontrada associacdo entre as concentracdes de

folato sérico e eritrocitario com a variavel dependente “ter maiores valores de

metilagao global do DNA”, em ambos grupos (Figura 23).
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Area (IC95%) Area (IC95%)
P valor P valor
Folato sérico (nmol/L) 0,0,520(0,346-0,695) 0,485 (0,348-0,621)
0,820 0,827
Folato eritrocitario (nmol/L) 0,538 (0,365-0,710) 0,388 (0,206-0,571)
0,674 0,055

Figura 22. Curva ROC para variavel dependente: ter maiores valores do LN de
metilagédo global do DNA (= mediana) nos grupos B-TH e seus controles. As variaveis
independentes foram: folato sérico, eritrocitario, acido félico ndo metabolizado (UMFA)

e 5-metil-tetraidrofolato

B-TH: B-talassemia heterozigoética; Folato RBC: folato eritrocitario

No modelo de regressdo logistica multivariada em que foram incluidas as
variaveis independentes folato sérico e eritrocitario, categorizadas segundo as
medianas dos Ln dos valores, ndo foi observado associacdo destas variaveis com a
variavel dependente “possuir maiores valores de metilagdo global do DNA” para o

grupo B-TH e em seus controles (Tabela 22).

Ja no modelo de regresséo logistica multivariada para a varidvel dependente
“ter maiores valores de metilacao global do DNA” nos grupos B-TH e controle,
utilizando os Ln de expressdo de RNAm de genes da DHFR, MTHFR, IFN-y, TNF-a e
IL-8 como variaveis independentes estdo apresentados na Tabela 23. Foi observado
gue o aumento do grupo com menores para 0 grupo com maiores valores de Ln da
expressdo de DHFR foi associado como protecdo para ter maiores valores de

metilagéo global do DNA.



Talela 22. Regressé&o Logistica multivariada para variavel dependente “ter maiores

valores de metilagdo global do DNA” para grupo 3-TH e em seus controles

Modelos Variaveis Independentes OR (IC 95%) P valor
1 Ln de folato sérico (microbiol6gico) 0,71 (0,20-2,48) 0,593
Ln de folato eritrocitario 1,60 (0,46-5,60) 0,461
2 Ln de folato sérico (microbioldgico) 0,70 (0,26-1,89) 0,481
Ln de folato eritrocitario 0,61 (0,23-1,63) 0,324

Modelo 1: variaveis do grupo B-TH; Modelo 2: variaveis do grupo controle.
As variaveis independentes sdo categoricas, os LN das variaveis foram categorizadas segundo a

mediana.

Talela 23. Regresséao Logistica multivariada para variavel dependente “ter maiores

valores de metilagdo global do DNA” para grupo B-TH e em seus controles

Modelos Variaveis Independentes OR (IC 95%) P valor
1 Mediana do Ln de DHFR 0,82 (0,21-3,28) 0,784
Mediana do Ln de MTHFR 0,91 (0,20-4,10) 0,905
Mediana do Ln de IFN-y 0,45 (0,13-1,52) 0,198
Mediana do Ln de TNF-a 0,50 (0,12-2,04) 0,332
Mediana do Ln de IL-8 0,94 (0,27-3,27) 0,922
2 Mediana do LN de DHFR 0,27 (0,08-0,89) 0,031
Mediana do LN de MTHFR 0,92 (0,30-2,85) 0,888
Mediana do LN de IFN-y 2,55 (0,78-8,30) 0,119
Mediana do LN de TNF-a 1,37 (0,41-4,56) 0,610
Mediana do LN de IL-8 1,37 (0,49-3,84) 0,550

Modelo 1. variaveis do grupo B-TH; Modelo 2: variaveis do grupo controle. As variaveis
independentes sdo categéricas, os Ln das variaveis foram categorizadas segundo a mediana

Expressdes de RNAmM
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Observou-se aumento na expressao de RNAm dos genes de IFN-y e IL-8 nos

individuos B-TH quando comparado com o grupo controle. No entanto, ndo foi

observado diferenca para a expressdo de RNAmM de genes das enzimas do ciclo do
folato DHFR e MTHFR e nem de TNF-a (Figura 24).
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Figura 24. Expressdo do RNAm dos genes da DHFR, MTHFR, IFNy, TNF-a e IL-8

nos grupos de B-talassemia heterozigotica (B-TH) e controle

DHFR: diidrofolato redutase; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; IFN-y: interferon-y; TNF-a: fator

de necrose tumoral-a
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Nos pacientes B-TH, foram observadas correlagOes diretas entre a expressao
de RNAmM de TNF-a com as expressdes de RNAm dos genes da DHFR, MTHFR, IFN-
y e IL-8 e entre as expressdes de RNAm da DHFR com MTHFR (Tabela 24).

Tabela 24. Correlacdo de Spearman entre os valores das expressdes dos RNAm de
genes do ciclo do folato (DHFR e MTHFR) e de citocinas inflamatérias (IL-8, IFN-y e

TNF-a) no grupo B-talassemia heterozigotica

Expressdes de RNAm MTHFR IL-8 IFN-y TNF-a
dos genes

DHFR r=0,693 r= 0,033 r= 0,197 r=0,533
P< 0,001 P=0,826 P=180 P<0,001

N= 48 N= 48 N= 48 N= 48
MTHFR r=-0,108 r=0,194 r=0,603
P= 0,466 P=0,187 P<0,001

N= 48 N= 48 N= 48
IL-8 r=0,141 r=0,371
P= 0,339 P=0,009

N= 48 N= 48
IFNy r= 0,495
P<0,001

N= 48

DHFR: diidrofolato redutase; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; IFN-y: interferon-y; TNF-a:
fator de necrose tumoral-a. As correlac¢des significantes estdo marcadas em negrito

Quando considerado o grupo controle, foram observadas correlacdes diretas
entre a expressao de DHFR e as expressdes de RNAmM dos genes da MTHFR, IL-8,
IFN-y e TNF-a; correlacfes diretas entre a expressdo de RNAm do gene da MTHFR
com as expressdes de RNAm de IFN-y e TNF-a e também entre as expressodes de
RNAmM dos genes IL-8, IFN-y e TNF-a entre si (Tabela 25).
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Tabela 25. Correlacdo de Spearman entre os valores das expressdoes de RNAm dos
genes do ciclo do folato (DHFR e MTHFR) e de citocinas inflamatorias (IL-8, IFN-y e
TNF-a) no grupo controle

Expressdes de RNAmM MTHFR IL-8 IFNy TNF-a
dos genes

DHFR r= 0,644 r=0,287 r=0,348 r=0,501
P<0,001 P=0,008 P<0,001 P<0,001

N=98 N=98 N= 98 N= 97
MTHFR r= 0,045 r=0,510 r=0,570
P=0,664 P<0,001 P<0,001

N=98 N= 98 N=97
IL-8 r= 0,364 r=0,578
P<0,001 P< 0,001

N= 98 N=97
IFNy r= 0,454
P<0,001

N= 97

DHFR: diidrofolato redutase; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; IFN-y: interferon-y; TNF-a:
fator de necrose tumoral-a. As correlacdes significantes estdo marcadas em negrito

Seis modelos de regressao linear univariada, para cada uma das variaveis
dependentes: Ln dos valores de expressdo de RNAm dos genes da DHFR, IFN-y,
MTHFR, TNF-a foram realizados nos grupos de pacientes com 3-TH, seus controles
e no grupo total (incluindo os dois grupos). Os resultados estdo apresentados na
Tabela 26, 27, 28 e 29. Nestes modelos as concentracdes de Ln de folato sérico e Ln

de eritrocitario foram usados como variaveis independentes.

Foi observada associacao entre o Ln das concentracdes de folato eritrocitario
com o Ln das expressdes de RNAmM do gene da DHFR tanto no grupo total (3-TH e
controle) (modelo 6, Tabela 26) quanto em cada grupo, individualmente (modelos 2 e
4). No grupo total, o aumento de 1 Ln no valor de folato eritrocitario reduziu 0,587 dos
valores de Ln da expressédo de DHFR. Este modelo explicou 16,7% da variabilidade
dos valores de Ln da expresséao de DHFR.
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Tabela 26. Modelos de regresséo linear univariada para a variavel dependente Ln dos

valores da expressao de RNAmM da DHFR nos grupos B-TH, controle e no grupo total

Modelos Variaveis independentes Beta  Erro Padréo R? P valor
de beta
Ln de folato sérico (microbioldgico) -0,059 0,063 0,018 0,358
Ln de folato eritrocitario -0,259 0,079 0,190 0,002
3 Ln de folato sérico (microbiol6gico) 0,030 0,155 0,000 0,846
4 Ln de folato eritrocitario -0,799 0,196 0,173 <0,001
5 Ln de folato sérico (microbioldgico) -0,012 0,097 0,000 0,899
6 Ln de folato eritrocitario -0,587 0,116 0,167 <0,001

Modelos 1 e 2: Grupo B-TH; Modelos 3 e 4: Grupo controle de B-TH; Modelos 5 e 6: B-TH e grupo
controle. B-TH: B-talassemia heterozigotica. As regressdes lineares univariadas foram realizadas com
variaveis transformadas em Logn

De forma semelhante, foi observada associagéo entre o Ln das concentracfes
de folato eritrocitario com o Ln das expressées de RNAm do gene de IFN-y no grupo
total (B-TH + controle) (modelo 6, Tabela 27). Quando cada grupo foi avaliado
individualmente, foi observado que a associagéo acontecia no grupo controle de 3-TH
(modelo 4, Tabela 29). Neste grupo, o aumento de 1 Ln no valor de folato eritrocitario
reduziu 0,799 nos valores de Ln da expressao de IFN-y. Este modelo explicou 12,9%

da variabilidade dos valores de Ln da expressao de IFN-y no grupo controle de 3-TH.

Tabela 27. Modelos de regressao linear univariada para a variavel dependente Ln dos

valores da expressdo de RNAm da IFN-y nos grupos p-TH, controle e no grupo total

Modelos Variaveis independentes Beta  Erro Padrao R? P valor
de beta
1 Ln de folato sérico (microbiol6gico) -0,002 0,110 0,000 0,985
Ln de folato eritrocitario 0,221 0,148 0,046 0,142
3 Ln de folato sérico (microbiol6gico) -0,126 0,192 0,004 0,514
Ln de folato eritrocitario -0,799 0,234 0,129 0,001
5 Ln de folato sérico (microbioldgico) -0,069 0,123 0,002 0,577
6 Ln de folato eritrocitario -0,360 0,148 0,044 0,017

Modelos 1 e 2: Grupo B-TH; Modelos 3 e 4: Grupo controle de B-TH; Modelos 5 e 6: B-TH e grupo
controle. B-TH: B-talassemia heterozig6tica. As regressdes lineares univariadas foram realizadas com
variaveis transformadas em Logn
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Foi observada associacao entre o Ln das concentracdes de folato eritrocitario
com o Ln das expressbes de RNAmM do gene de MTHFR no grupo total (B-TH +
controle) e controle (modelo 4 e 6, Tabela 28). No grupo controle, o aumento de 1 Ln
no valor de folato eritrocitario reduziu 1,147 nos valores de Ln da expressao de
MTHFR. Este modelo explicou 21,4% da variabilidade dos valores de Ln da expresséo
de MTHFR no grupo controle de 3-TH.

Tabela 28. Modelos de regresséo linear univariada para a variavel dependente Ln dos

valores da expressdo de RNAmM da MTHFR nos grupos 3-TH, controle e no grupo total

Modelos Variaveis independentes Beta  Erro Padréo R? P valor
de beta
Ln de folato sérico (microbiol6gico) 0,004 0,060 0,000 0,943
Ln de folato eritrocitario -0,144 0,080 0,066 0,078
3 Ln de folato sérico (microbioldgico) -0,116 0,197 0,004 0,577
4 Ln de folato eritrocitario -1,147 0,248 0,214 <0,001
5 Ln de folato sérico (microbioldgico) -0,061 0,121 0,002 0,613
6 Ln de folato eritrocitario -0,656 0,149 0,133 <0,001

Modelos 1 e 2: Grupo B-TH; Modelos 3 e 4: Grupo controle de B-TH; Modelos 5 e 6: B-TH e grupo
controle. B-TH: B-talassemia heterozig6tica. As regressées lineares univariadas foram realizadas com
variaveis transformadas em Logn

E também foi observada associacdo entre o Ln das concentracfes de folato
eritrocitario com o Ln das expressfes de RNAm do gene de TNF-a no grupo total (-
TH + controle) e controle (modelo 4 e 6, Tabela 29). No grupo controle, 0 aumento de
1 Ln no valor de folato eritrocitario reduziu 0,830 nos valores de Ln da expressédo de
TNF-a. Este modelo explicou 16,7% da variabilidade dos valores de Ln da expresséo

de TNF-a no grupo controle de B-TH.
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Tabela 29. Modelos de regresséo linear univariada para a variavel dependente Ln dos

valores da expressao de RNAm da TNF-a nos grupos B-TH, controle e no grupo total

Modelos Variaveis independentes Beta  Erro Padréo R? P valor
de beta
Ln de folato sérico (microbiol6gico) -0,104 0,095 0,025 0,281
Ln de folato eritrocitario -0,213 0,129 0,056 0,106
3 Ln de folato sérico (microbiol6gico) -0,053 0,167 0,001 0,752
4 Ln de folato eritrocitario -0,830 0,209 0,167 <0,001
5 Ln de folato sérico (microbiol6gico) -0,076 0,107 0,004 0,476
6 Ln de folato eritrocitario -0,528 0,129 0,117 <0,001

Modelos 1 e 2: Grupo B-TH; Modelos 3 e 4: Grupo controle de B-TH; Modelos 5 e 6: B-TH e grupo
controle. B-TH: B-talassemia heterozigética. As regressdes lineares univariadas foram realizadas com
variaveis transformadas em Logn

Quando os individuos B-TH foram classificados em dois grupos utilizando

como valor de corte concentracbes de folato sérico >45nmol/l (concentracdes

suprafisiolégicas), ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos

para 0s principais parametros avaliados,

com excecdo da tHcy que foi

significantemente menor no grupo com concentracées suprafisioldgicas de folato,

conforme apresentado na Tabela 30.
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Tabela 30. Comparacgédo entre variaveis hematoldgicas, bioquimicas, marcadores de
processo inflamatério e expressées de RNAm entre os individuos com B-talassemia

heterozigética segundo as concentracdes suprafisioldégicas de folato sérico

B-talassemia heterozigética

<45,0 nmol/L >45,0 nmol/L P valor
N= 39 N=11

Leucdcitos (mil/mms3) 7,6 (6,5-9,0) 6,7 (5,6-7,5) 0,101
Eritrocitos (milhdes/mms3) 5,62 (5,06-6,15) 5,33 (4,50-5,71) 0,271
Hemoglobina (g/dL) 11,7 (10,9-12,7) 11,6 (9,8-11,9) 0,149
Volume Corpuscular Médio (fL) 64,9 (62,9-66,9) 64,2 (61,9-67,3) 0,935
Reticuldcitos (%) 1,1 (0,7-1,7) 1,4 (0,9-2,1) 0,372
Lactato Desidrogenase (U/L) 423 (381-481) 482 (409-540) 0,232
PCR-Ultrassensivel (mg/dL) 0,27 (0,10-0,47) 0,16 (0,09-0,38) 0,303
Vitamina B12 (pmol/L) 378 (302-475) 502 (349-551) 0,073
Homacisteina total (umol/L) 10,2 (8,8-13,0) 8,7 (7,2-10,2) 0,020
Metilagao global (%) 4,20 (4,15-4,28) 4,16 (4,07-4,27) 0,270
Expressdes do RNAm da DHFR 19,4 (14,8-26,2) 17,7 (13,7-425,1) 0,971
Expressdes do RNAm da MTHFR 17,7 (13,1-25,1) 16,8 (15,1-451,5) 0,516
Expressdes do RNAmM da IFN-y 3,98 (2,92-9,78) 8,09 (3,35-23,84) 0,345
Expressdes do RNAmM da TNF-a 16,2 (11,4-23,5) 16,8 (10,7-182,5) 0,686
Expressdes do RNAm da IL-8 314,3 (139,0-870,2) 370,1 (76,5-1317,4) 0,990
Citocina IL-6 (pg/mL) 1,24 (0,86-1,94) 1,10 (0,69-1,32) 0,171
Citocina IL-8 (pg/mL) 12,52 (7,41—57,23) 15,41 (6,39-56,62) 0,991
Citocina IL-10 (pg/mL) 2,99 (1,05-4,61) 1,92 (0,3-4,24) 0,342
Citocina IFN-y (pg/mL) 6,94 (3,88-10,68) 4,69 (2,21-10,06) 0,440
Citocina TNF-a (pg/mL) 5,45 (3,67-7,37) 4,98 (3,22-6,67) 0,412

Os individuos com B-talassemia heterozigota foram classificados em dois grupos de acordo com o valor
de folato <45 e 245 nmol/L). Os dados apresentados sdo mediana e intervalo interquartilico (entre
parénteses). Os grupos foram comparados utilizando o teste de Mann-Whitney. Os P valores <0,05
foram apresentados em negrito. Os valores das expressdes do RNAm foram calculadas pela formula
22Ct e multiplicados por 10* AF: &cido folico; PCR: proteina C reativa; DHFR: diidrofolato redutase;
MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; IFN-y: interferon gama; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa;

IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8; IL-10: interleucina 10.
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4.3 Estudo com 30 individuos saudaveis submetidos ainterven¢cdo com 5mg/dia

de acido félico

As caracteristicas gerais dos individuos saudaveis incluidos no estudo de
intervencdo com 5mg/dia de acido folico estdo apresentadas na Tabela 31.

Tabela 31. Caracteristicas gerais dos 30 individuos saudaveis incluidos no estudo

intervencdo com 5mg/dia de &cido folico

Individuos Saudaveis

N= 30
Idade (anos) 28 (26-29)
Género Feminino 15 (50)
Cor declarada da pele
Branca 25 (83,3)
Negra 2(6,7)
Parda 1(3,3)
Amarela 2 (6,7)
IMC (Kg/m?) 22,4 (21,2-26,5)
Fumantes 0

IMC: indice de massa corporal. As variaveis numéricas (idade e IMC) foram apresentadas em
mediana e intervalo interquartilico (entre parénteses). As variaveis categoricas (género e cor da pele)
foram apresentadas como nimero de sujeitos e porcentagem entre parénteses.

Vitaminas e homocisteina total (tHcy)

As concentracdes de folato sérico, eritrocitario, UMFA e as formas 5-metil-THF,
5,10-metenil-THF e THF foram maiores apds 45 e 90 dias de intervencdo com 5mg/dia
guando comparado com o periodo pré-intervencao. As concentracdes de folato sérico
aumentaram em torno de 4,7 vezes apos 45 e 90 dias de uso de AF. O aumento das
concentracfes de folato eritrocitario foi de cerca 4,3 e 4,6 vezes respectivamente,
ap6s 45 e 90 dias de uso. O UMFA aumentou cerca de 5,3 e 3,1 vezes,

respectivamente, apos 45 e 90 dias de uso de AF (Tabela 32).

As frequéncias de concentracBes suprafisiolégicas de &acido folico; de
deficiéncia desta vitamina; e de UMFA aumentado (>1,30 nmol/L) também estéo

apresentadas na Tabela 32.
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Tabela 32. Concentracdes das vitaminas e de homocisteina total em 30 individuos
saudaveis antes da intervencdo e apos 45 e 90 dias de uso diario de 5mg de &cido

félico
Antes Ap0s 45 dias Apds 90 dias P valor

Folato sérico (nmol/L)! 17,0 (12,0-29,8) 2 80,2 (53,6-108,8) ® 79,7 (61,9-115,7) ° <0,001
Concentragdes
suprafisiolégicas b b <0.001*
(>45.0 nmol/L) 1(33)¢® 28 (93,3) 28 (93,3) ;
Deficiéncia 9(30)° 0° 0° <0,001*
(<13,6 nmol/L)

Folato eritrocitario 204 (160-279)2 870 (654-1151)° 936 (829-1169)° <0,001

(nmol/L)*

Folato sérico total 24,3 (18,3-33,2) @ 98,9 (72,0-142,8)* 97,6 (85,8-130,0) © <0,001

(nmol/L)?2
Concentragdes 2(6,6) 2 30 (100) ® 30 (100) ® <0,001
suprafisiolégicas
(>45,0 nmol/L)?

Deficiéncia 2 (6,6) 2 0° 0°® <0,001
(<13,6nmol/L)?

UMFA (nmol/L)2 0,78 (0,64-0,98) @ 4,16 (2,14-42,33) > 2,45 (1,61-10,43)>  <0,001
UMFA aumentado 3(10)2 30 (100)° 29 (96,7) ° <0,001**
(>1,30 nmaol/L)?

5-metil-THF (nmol/L)?2 23,0 (17,0-31,3)® 82,3 (66,4-103,5)* 86,8 (75,1-106,0) © <0,001

5-formil-THF (nmol/L)? 0,07 (0,06-0,09) 0,08 (0,07-0,10) 0,08 (0,04-0,12) 0,843

5,10-metenil-THF 0,05 (0,04-0,06) @ 0,05 (0,05-0,07)@ 0,09 (0,08-0,10) © <0,001

(nmol/L)?2

THF (nmol/L)2 0,61 (0,40-0,83)2 1,17 (0,82-1,50)® 1,34 (1,18-1,71) P <0,001

Mefox (nmol/L)? 0,62 (0,52-1,22)@ 1,73 (1,03-2,32)® 1,63 (1,30-2,23) ° <0,001

Vitamina B12 (pmol/L)! 357 (298-455) 372 (286-455) 386 (284-469) 0,852

Homocisteina total 8,2 (6,4-10,1) 8,1(7,1-9,2) 7,7 (6,6-10,3) 0,343

(umol/L)?

IMicrobiolégico; 2LC/MS-MS; 3Quimioluminescéncia; UMFA: acido fdlico ndo metabolizado; THF:
tetraidrofolato; Mefox: produto da oxidagcéo do 5-metil-THF. As varidveis numéricas foram apresentadas
em mediana e intervalo interquartilico (entre parénteses) e os tempos foram comparados utilizando
teste de Friedman e, quando significante, foi realizado o teste pos-hoc de multiplas comparacdes de
Dunn’s. As variaveis categoricas foram apresentadas como nimero de individuos e porcentagem entre
parénteses e os grupos foram comparados usando os testes Likelihood ratio* ou Qui-Quadrado**.
Letras diferentes demonstram diferenca significante entre os grupos. Em negrito foram apresentados

os valores de P<0,05.
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As concentracdes de folato sérico e eritrocitario pelo método microbiolégico e
de folato sérico, UMFA e 5-metil-THF por LC-MS/MS séo apresentadas na Figura 25.
Concentragdes de UMFA superiores a 100nmol/L foram observadas em 5 (16,7%)
individuos apés 45 dias e em 3 (10%) individuos apés 90 dias de uso diario de 5mg
de AF.

Método microbioldgico (A e B)
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Figura 25. Concentracdes de folato sérico (A), folato eritrocitario (B), acido folico néo
metabolizado (UMFA) (C), vitamina B2 sérica (D) e de homocisteina total plasmatica
(E) em individuos saudaveis antes da intervencéo e apos 45 e 90 dias de uso diario

de 5mg de &cido fdlico

Os dados correspondem as medianas e aos intervalos interquartilicos. Os grupos pré-intervencéo e
apos 45 e 90 dias de intervencao didria com 5mg de acido félico foram comparados utilizando o teste
de Friedman, quando significante foi realizado o teste de multiplas comparac¢des de Dunn’s. Letras
diferentes demonstram diferenca significante entre os grupos
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As concentracbes séricas de vitamina Bi» e plasmaticas de tHcy estdo
representadas na Figura 26. Nao foram observadas diferencas significantes entre os

periodos pré-intervencao e apos 45 e 90 dias de intervencdo com 5mg/ dia de AF.
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Figura 26. Concentracdes séricas de vitamina B12 (A) e de tHcy plasmatica (B) em
em individuos saudaveis antes da intervencao e apos 45 e 90 dias de uso diario de
5mg de acido folico

As barras correspondem as medianas e os intervalos interquartilicos. Os periodos pré e apés 45 e 90
dias de intervencéo diaria com 5mg de &cido fdlico foram comparados utilizando o teste de Friedman,
guando significante foi realizado o teste de mdultiplas comparacdes de Dunn’s. Letras diferentes
demonstram diferenca significante entre os grupos

Nenhum dos participantes apresentou deficiéncia de vitamina B12 nos periodos

pré- e apés 45 e 90 dias de intervencdo com 5mg/dia de AF.

As correlacbes de Spearman entre as concentracdes de folato sérico pelo
método microbioldgico e de folato sérico e outras formas de folato por LC-MS/MS nos
periodos pré-intervencédo e apos 45 dias e 90 dias de uso diario de 5mg de AF estédo
apresentadas na Tabela 33. E importante ressaltar a correlacéo significante entre as
concentracfes de folato sérico determinadas por método microbiolégico e as
concentracdes de folato sérico determinadas por LC-MS/MS tanto no periodo pré-

intervengdo como no periodo apods 45 e 90 dias de intervencdo com 5mg dia de AF.
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Tabela 33. Correlacbes de Spearman entre folato sérico determinado pelo método
microbiologico e folato sérico e suas formas determinados por LC-MS/MS

METODO MICROBIOLOGICO
Folato sérico nmol/L
Antes Apo6s 45 dias Apo6s 90 dias

METODO LC-MS/MS

Folato sérico total (nmol/l) ~ r=0,929; P<0,001; N=30  r=0,934;P<0,001; N=30  r=0,668 ;P<0,001 ; N=30

UMFA (nmol/L) r=-0,031 ;P=0,869; N=30 r=0,606 ;P<0,001 ; N=30 r=0,267 ;P=0,154 ; N=30
5-metil-THF (nmol/L) r=0,930 ;P<0,001 ; N=30  r=0,681;P<0,001 ; N=30  r=0,484 ;P=0,007 ; N=30
5-formil-THF (nmo|/|_) r=0,351 ;P=0,057 ; N=30 r=0,240 ;P=0,189 ; N=30 r=0,491 ;P=0,125 ; N=11
THF (nmol/L) r=0,531;P=0,003 ; N=30  r=0,861;P<0,001; N=30  r=0,261 ;P=0,163 ; N=30

5,10-metenil-THF (nmol/L) r=0,402 ;P=0,028 ; N=30 r=0,440 ;P=0,015 ; N=30 r=0,198 ;P=0,295 ; N=30

MeFox (nmol/L) r=0,060 ;P=0,752; N=30  r=-0,225;P=0,232; N=30  r=-0,059 ;P=0,755 ; N=30

UMFA: &cido félico ndo metabolizado; THF: tetraidrofolato; MeFox: produto da oxidacéo do 5-metil-
THF. As correlacg8es significantes foram apresentadas em negrito

O consumo alimentar dos individuos incluidos no estudo esta apresentado na
Tabela 34. Embora tenha sido observado diferenca significante no consumo de folato
natural e folato sintético nos trés periodos estudados, o consumo alimentar total de
folato apresentado como equivalente de folato dietético foi semelhante nos periodos

pré e apos 45 e 90 dias de intervencéo.

O consumo de folato natural foi significantemente maior no periodo preé-
intervencdo comparado com os dois periodos de intervencéo. Ja o consumo de folato

sintético foi significantemente maior no tempo 90 dias comparado ao tempo 45 dias.

Houve diferenca ainda no consumo alimentar de proteinas vegetais, colesterol,

fibras totais, ferro, vitamina Be e colina.

Observou-se correlacéo direta entre as concentracées de UMFA e a ingestao
de folato sintético na dieta (r=0,550; P=0,002 e N=30) nos individuos saudaveis no
periodo anterior a intervencao. Apos 45 e 90 dias de uso de 5mg/dia de AF, néao foi
observada correlacdo de UMFA com o consumo de folato da dieta (natural ou
sintético). Nao houve associagédo entre o consumo de folato natural ou sintético com
as concentracdes seéricas e eritrocitarias de folato nos periodos pré e apés 45 e 90

dias de intervencao.
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Tabela 34. Consumo alimentar dos individuos saudaveis antes e ap0s 45 e 90 dias

de intervengcdo com 5mg/dia de &cido folico

Energia, Antes ApOs 45 dias Apo6s 90 dias P
macronutrientes e N= 30 N= 30 N=30 valor
nutrientes*
Energia (Kcal/dia) 2211,8 (1932,5 - 2539,1) 2003,2 (1817,5 - 2416,5) 2181,4 (1955,0 - 2291,2) 0,131
Carboidratos totais 291,62 (234,15 - 340,60) 262,13 (221,27 - 300,50) 271,57 (257,97 - 284,65) 0,131
(g/dia)
Proteinas Totais 97,03 (78,35 - 110,71) 88,64 (79,97 - 97,95) 87,85 (77,17 - 106,87) 0,202
(g/dia)
Proteinas animais 66,53 (55,52 - 73,55) 60,59 (52,19 - 77,83) 60,43 (55,79 - 65,79) 0,195
(g/dia)
Proteinas vegetais 30,85 (28,07 - 32,74) 27,94 (21,58 - 31,61) ° 27,08 (23,74 - 31,51) ® 0,001
(g/dia)
Gorduras Totais 73,71 (71,16 - 77,21) 71,61 (67,00 - 81,01) 74,79 (63,92 - 90,18) 0,587
(g/dia)
AG saturados 25,10 (23,77-26,00) 23,87 (21,99 - 26,70) 24,96 (20,46 - 32,12) 0,905
(g/dia)
AG 25,40 (24,08-27,00) 23,84 (20,78 - 26,14) 25,32 (21,93 - 28,30) 0,875
monoinsaturados
(g/dia)
AG polinsaturados 17,98 (17,01-19,11) 17,87 (15,18 - 20,63) 19,28 (17,17 - 22,17) 0,515
(g/dia)
Colesterol (mg/dia) 257,1 (225,4 - 309,4)® 289,8 (257,4 - 218,0) 251,5 (212,9 - 328,7) *© 0,016
Fibras totais (g/dia) 21,35 (18,29 - 23,67) @ 19,67 (18,11 - 23,89) 2 18,08 (16,03 — 19,74) © <0,001
Ferro (mg/dia) 13,27 (11,21 - 16,19) @ 11,71 (10,35 - 14,12) ° 11,87 (10,16 - 12,93) © 0,002
Vitamina B2 1,67 (1,45 - 2,01) 1,77 (1,54 - 2,06) 1,75 (1,44 - 2,21) 0,767
(mg/dia)
Vitamina B6 2,03(1,97-2,14) ¢ 1,87 (1,80 - 2,15) ® 1,68 (1,30-2,07)° 0,007
(mg/dia)
Folato 489,20 (432,18 - 521,26) 432,03 (321,67 - 502,76) 467,2 (390,45 - 538,80) 0,301
(ug DFE/dia) *
Folato natural 278,33 (258,40 - 290,20)® 222,17 (202,47 - 290,29) ® 217,89 (189,67 - 252,81) ®  <0,001
(ng/dia)
Folato sintético 114,67 (82,44 -163,12)* 104,16 (76,13 - 123,94) ®  136,52(96,20 - 175,22)* 0,003
(ng/dia)
Vitamina B12 (ug 3,90 (2,86 - 5,81) 3,99 (3,65 - 4,38) 4,22 (3,52-4,71) 0,662
/dia)
Betaina (mg/dia) 150,86 (120,77 - 212,85) 160,91 (112,26 - 203,10) 145,6 (103,68 - 184,14) 0,740
Colina (mg/dia) 378,11 (332,71 - 446,82)® 371,89 (305,10 - 433,59) ®  330,42(271,01- 387,80)° 0,001
2,25 (1,80 - 2,51) 2,01 (1,83 - 2,20) 1,97 (1,75-2,53) 0,202

Metionina (g/dia)

AG: acidos graxos; *Considerado valor deatenuado pela remocao da variabilidade intrapessoal. Os
valores apresentados sdo a mediana e intervalo interquartilico, entre parénteses. * Apresentado como
equivalente de folato dietético (dietary folate equivalents — DFE). 1 DFE = 1 ug de folato natural presente
nos alimentos = 0,6 pg de folato sintético proveniente dos alimentos fortificados. Os tempos de
intervencgdo foram comparados utilizando o teste de Friedman
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Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Os resultados de hemograma, contagem de reticulocitos e de lactato
desidrogenase estdo apresentados na Tabela 35. Foi observado aumento da
atividade de lactato desidrogenase apés 90 dias de intervencdo comparado com o0s
periodos pré e apos 45 dias de intervencdo com AF.

Tabela 35. Valores hematoldgicos e bioguimicos nos individuos saudaveis nos trés
diferentes tempos de interveng¢do com 5mg diaria de acido félico

Antes Ap0s 45 dias Apds 90 dias P valor

Eritrécitos (milndes/ul) 4,62 (4,30-4,96) 4,60 (4,29-4,87) 4,72 (4,42-5,01) 0,107

Hemoglobina (g/dL) 13,8 (13,1-15,4) 13,9 (13,1-15,1) 13,9 (13,5-15,2) 0,580
Hematocrito (%) 40,8 (38,8-43,4) 41,0 (38,8-43,5) 41,1 (38,9-44,0) 0,344
VCM (fL) 90,3 (86,6-91,7) @ 90,6 (87,6-93,1)2 88,8 (86,7-90,9) ° 0,009
HCM pg/mL 31,0 (29,6-31,8) @ 31,0(29,7-31,7) > 30,6 (29,6-31,3) © 0,001
CHCM (%) 34,8 (34,2-35,2) 34,3 (33,6-34,5) 34,6 (34,0-36,3) 0,081
RDW 13,2 (12,9-13,6) 13,5 (13,1-13,7) 13,5 (12,7-13,9) 0,258
Presenca de anemia 2 (6,7) 0 0

Leucocitos x10%/uL 6,4 (4,8-7,1) 5,6 (4,4-6,8) 5,7 (4,7-7,2) 0,485
Plaguetas x10%/uL 224 (170-234) 215 (176-242) 229 (193-246) 0,185
Reticulécitos (%) 0,8 (0,7-1,2) 0,8 (0,7-1,1) 0,8 (0,7-1,0) 0,375
LDH (U/L) 371 (339-408) @ 377 (337-455) @ 399 (373-429) © 0,001

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo
hemoglobinica corpuscular média; RDW: red cell distribution width; LDH: lactato desidrogenase. As
varidveis numéricas foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico (entre parénteses) e 0s
periodos pré e apds 45 e 90 dias de intervencgdo diaria com 5mg de &cido félico foram comparados
utilizando teste Friedman, quando significante, foi realizado o teste pos-hoc de mdultiplas comparacdes
de Dunn’s. Letras diferentes demonstram diferenca significante entre os grupos. A variavel categorica
anemia foi apresentada como nimero de individuos (porcentagem).

Dois individuos (6,7%) do género masculino apresentaram anemia (hgb
<13g/dL) normocitica antes do inicio da intervencao, o que foi corrigido apds 45 dias
de uso de 5mg de acido folico/ dia (Tabela 36). Estes dois individuos néo

apresentaram deficiéncia de ferro.
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Tabela 36. Efeito da intervencdo com 5mg/dia de acido félico nas concentracdes de

hemoglobina e folato sérico nos dois individuos que apresentaram leve anemia

Intervencéo com 5mg/dia de acido félico

Antes Apos 45 dias Apo6s 90 dias
Individuo 1
Hemoglobina (g/dL) 12,2 14,7 15,0
Folato sérico (nmol/L) 11,8 51,4 82,5
Individuo 2
Hemoglobina (g/dL) 12,6 14,6 15,9
Folato sérico (nmol/L) 15,0 78,5 77,8

Quando comparadas as concentracbes de marcadores de processo
inflamatorio dos individuos antes e apos 45 e 90 dias de intervencdo com 5mg diaria
de &cido fdlico, observou-se uma diminuicdo da proteina C reativa no tempo 45 dias
guando comparado ao periodo pré-intervencdo. Nao foram observadas diferencas
entre os periodos pré e apods 45 e 90 dias de intervencéo para as citocinas IL-6, IL-8,
IL-10, IFN-y e TNF-a (Tabela 37 e Figura 27).

Tabela 37. Concentracdes de marcadores de processo inflamatério em 30 individuos

saudaveis antes e apos 45 e 90 dias de intervencéo com acido félico 5mg/dia

Antes Apés 45 dias Apés 90 dias P valor

PCR ultrassensivel (mg/dL) 0,18 (0,12-0,41)® 0,10 (0,06-0,29)° 0,17 (0,09-0,38)>* 0,004

IL-6 (pg/mL) 0,73 (0,32-1,05) 0,73(0,38-1,13) 0,66 (0,38-1,22) 0,619
IL-8 (pg/mL) 3,68 (2,78-5,26) 4,57 (3,60-6,29) 4,25 (3,60-6,29) 0,792
IL-10 (pg/mL) 3,95 (2,58-5,48) 3,12 (1,79-5,36) 3,34 (2,03-4,79) 0,267
IFN-y (pg/mL) 4,16 (2,34-7,41) 557 (2,38 (7,72) 5,12 (3,27-7,88) 0,112
TNF-a (pg/mL) 3,22 (2,27-4,55) 3,26 (2,31-4,44) 3,55 (2,50-4,94) 0,238

PCR: proteina C reativa; IL: interleucina; IFN-y: interferon-y; TNF-a: fator de necrose tumoral-a. As
variaveis numéricas foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico (entre parénteses) e os
periodos pré e apds 45 e 90 dias de intervencgdo diaria com 5mg de &cido félico foram comparados
utilizando teste Friedman, quando significante, foi realizado o teste pos-hoc de mdltiplas comparacdes
de Dunn’s. Letras diferentes demonstram diferenca significante entre os grupos.
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Figura 27. Concentracdes séricas de IL-6 (A), IL-8 (B), IL-10 (C), IFN-y (D), TNF-a (E)
e proteina C reativa ultra sensivel (PCR-us) (E) em individuos saudaveis antes e apos

45 e 90 de intervencdo com 5mg diaria de acido folico

IL: interleucina; IFN-y: interferon-y; TNF-a: fator de necrose tumoral-a AF: acido félico. As barras
correspondem as medianas e os intervalos interquartilicos. Os periodos pré e apos 45 e 90 dias de
intervencgédo diaria com 5mg de acido félico foram comparados utilizando o teste de Friedman, quando
significante foi realizado o teste de multiplas comparag®es de Dunn’'s. Letras diferentes demonstram
diferencga significante entre os grupos
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Citotoxicidade das células NK

O uso de AF 5mg/dia por 90 dias reduziu significantemente o namero, e
também a capacidade citotoxica das células NK quando comparados com o periodo
anterior a intervencdo. Nao foi observado efeito sobre a atividade litica das células NK
(Figura 28).
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Figura 28. Numero de células NK (A); atividade litica das células NK (B); e capacidade
citotoxica das células NK (C) em individuos saudaveis antes e apés 45 e 90 dias de

intervencdo com 5mg/dia de acido folico (AF)

As variaveis foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico e os periodos pré e ap6s 45 e
90 dias de intervencédo diaria com 5mg de 4cido félico foram comparados utilizando teste de Friedman
e, quando significante, foi realizado o teste pos-hoc de mdultiplas compara¢bes de Dunn’s. Letras
diferentes demonstram diferenca significante entre os grupos. Em negrito foram apresentados os
valores de P<0,05. O nimero de amostras analisadas sdo menores devido as dificuldades com a
técnica in vitro, a qual precisava ser realizada no dia e também devido a quantidade insuficiente de
células mononucleares obtidas em alguns individuos. Resultados apresentados como células NK/pL,
atividade litica (107 cels/UL15%) e capacidade citotoxica ([células NK/uL] / UL15%)
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Foram realizadas correlacdes de Spearman nos periodos pré-intervengdo e
apos 45 e 90 dias de uso de AF entre o numero, atividade litica e capacidade citotdxica
das células NK com concentracdes séricas e eritrocitarias de folato, UMFA, citocinas
(IL-6, IL-8, IL10, IFN-y e TNF-a) e expressdes de RNAm de genes da DHFR, MTHFR,
IFN-y, TNF-a e 1I-8.

As correlacdes significantes observadas foram:

1. Periodo pré-intervencdo: correlagbes diretas entre nimero de células NK e
concentracdes séricas de IL-6 (r=0,416, P=0,022, N=30) e de IFN-y (r=0,574, P=0,001,
N=30);

2. ApoOs 45 dias de intervencao: correlacao entre capacidade citotoxica das células NK
e IL-6 sérica (r=0,366, P=0,047, N=30) e correlagao entre atividade litica das células
NK e IL-6 sérica (r=0,386, P=0,035, N=30);

3. Apos 90 dias de intervencéo: correlacdo entre capacidade citotoxica das células NK
e IFN-y sérico (r=0,416, P=0,031, N=30) e correlacdo entre atividade litica das células
NK e IFN-y sérico (r=0,394, P=0,042, N=30).

Expressdes de RNAm dos genes DHFR, MTHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8

Com relacao as expressdes de RNAm, foi observado maior expressao de IL-8
apos 45 dias de uso de AF quando comparado com o periodo pré-intervencao.
Também foi observado aumento da expresséo de TNF-a apos 45 dias e apés 90 dias
da intervencao quando comparado ao periodo pré-intervencdo. Nao foram observadas
diferencas entre os tempos para as expressées de RNAm de genes de DHFR, MTHFR
e IFN-y (Figura 29).
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Figura 29. Expressdes do RNAmM dos genes de DHFR (A), MTHFR (B), IFN-y (C),
TNF-a (D) e IL-8 (E) de individuos saudaveis, antes e apos 45 e 90 dias de intervencao
com 5mg diaria de acido félico

Os dados estédo apresentados com mediana e intervalos interquartilicos. Os periodos pré e ap0s 45 e
90 dias de intervencéo diaria com 5mg de acido félico foram comparados utilizando o teste de Friedman,

guando significante foi realizado o teste de mdultiplas comparacdes de Dunn’s. Letras diferentes
demonstram diferenca significante entre os tempos
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4.4 Somente individuos saudaveis cujos valores de acido fdélico nao

metabolizado foram determinados

Na Tabela 38 sédo apresentados os resultados de folato sérico, eritrocitario, 5-
metil-THF, UMFA, 5-formil-THF, THF, 5,10-metenil-THF, vitamina B1> e tHcy para
todos os individuos saudaveis com resultados de UMFA (controles saudaveis de EH

e grupo intervencédo com 5mg/dia antes da intervencao).

Tabela 38. Concentracdes de folato sérico e eritrocitario, UMFA, outras formas de
folato, vitamina B1> € homocisteina total em 78 individuos saudaveis, cujos valores de

acido folico ndo metabolizado (UMFA) foram determinados

Mediana Média geométrica P2,5 P10 P90 P97,5
(P25 - P75) (IC 95%)

Folato sérico (nmol/L) 19,8 (13,8 — 36,6) 20,8 (18,0 — 24,0) 5,9 7,6 45,6 57,9
Folato sérico total 28,5 (22,5-38,9) 29,3 (26,1-32,9) 10,8 16,3 49,5 100,7
(nmol/L)
Folato eritrocitario 375 (222 - 640) 375 (320 — 439) 66 166 870 1399
(nmol/L)*
UMFA (nmol/L) 0,77 (0,63 —0,98) 0,79 (0,73- 0,86) 0,37 0,50 1,30 1,82
5-metil-THF (nmol/L) 26,3 (21,0-36,1) 26,4 (23,8-29,2) 9,1 14,7 46,4 57,8
5-formil-THF 0,08 (0,06-0,11) 0,07 (0,06-0,08) 0,01 0,04 0,13 0,14
(nmol/L)**
THF (nmol/L) 0,84 (0,63-1,01) 0,77 (0,70-0,86) 0,25 0,40 1,35 1,55
5,10-metenil-THF 0,07 (0,04-0,09) 0,06 (0,05-0,07) 0,01 0,03 0,11 0,14
(nmol/L)
Mefox (nmol/L) 1,12 (0,57-2,07) 1,08 (0,92-1,27) 0,29 0,42 3,02 3,62
Vitamina B12 (pmol/L) 360 (293 — 458) 367 (340 — 397) 167 232 600 718
Homocisteina total 9,2 (7,7 -11,3) 9,4 (8,7 —10,0) 5,6 6,4 13,2 22,6
(umol/L)

*N=70, *N=47. UMFA: acido félico ndo metabolizado; THF: tetraidrofolato; Mefox: produto da
degradacgdo do 5-metil-THF; P2,5: percentil 2,5; P10: percentil 10; P90: percentil 90; P97,5: percentil
97,5; IC: intervalo de confianca
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No grupo de 78 individuos saudéaveis, ndo foram observadas correlagfes entre
as concentragdes séricas de UMFA com metilagdo global do DNA; com expressdes
de RNAm dos genes da DHFR, MTHFR, IFNy, TNF-a e IL-8; com citocinas séricas
IL6, IL-8, IL10, IFNy, TNF-a; e nem com nimero e citotoxicidade das células NK. Da
mesma forma, também nao foram observadas correla¢des entre as concentracées de

UMFA e o consumo alimentar de folato sintético da dieta.

Um resumo dos principais achados do estudo estdo apresentados nos
Quadros 8, 9 e 10.
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Quadro 8. Resumo dos principais achados do estudo no Grupo Esferocitose Hereditaria (EH)

Grupo EH comparado ao
grupo controle

Associagdo com
concentracdes de
UMFA

Outras associacdes

Vitaminas e tHcy

- Maiores concentracdes de
folato sérico e eritrocitario,
UMFA, 5-metil-THF;

- Sem diferencas na
vitamina B12 e tHcy

- Concentragdes suprafisiolégicas de folato sérico em 55,% dos
pacientes EH e 12,9% dos controles;

- Deficiéncia de folato em 18,5% dos EH e 22,2% dos controles;

- concentracdes de UMFA 5 vezes maiores que as
concentracdes dos controles;

- UMFA detectado em todos os pacientes EH e controles

Células NK

-Maior nimero de células
NK;

-Sem diferengas para
atividade litica e capacidade
citotéxica

- Associacao direta
entre concentracdes de
UMFA e ndmero de
células NK no grupo
total (EH e seus
controles)

- Associacao inversa entre concentracdes de folato eritrocitario
e o numero de células NK (grupo EH);

- Associacao inversa entre concentracdes de folato eritrocitario
e atividade litica no grupo total (EH + controle);

- Associagdo inversa entre concentrag8es de folato eritrocitario
e capacidade citotéxica (grupo EH e grupo total);

Metilacdo global do DNA

- Sem diferenca

- Sem associacao

- Sem associa¢cao com consumo de folato da dieta ou
concentracdes de folato sérico e eritrocitario;

- O aumento dos valores de expressdo de TNF-a foi associado
com protecdo para 0s maiores valores de metilacao global do
DNA

Expressdes de RNAmM

- Maior expressdo de RNAm
do gene da IL-8;

- Menor expressao de
RNAmM do gene de TNF-a.

- Sem associagao

-Sem associagdes entre as concentragdes de folato sérico e
eritrocitario com as expressdes de RNAm dos genes de DHFR,
MTHFR, IFN-y, TNF-a e IL-8.

Citocinas séricas

-Maiores concentracdes
séricas de IL-8 e TNF--a.

-Associacdo inversa de
UMFA com as
concentragdes séricas
de IL-10

- Associacdo inversa entre as concentracdes séricas de folato e
das concentracdes séricas das citocinas IL-10 e IFN-y

Consumo alimentar de
folato (total ajustado para
DFE, natural e sintético)

- Sem diferenca

- Correlacéo direta entre
folato sintético da dieta
e concentrac8es de
UMFA no grupo total
(EH + controles)
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Quadro 9. Resumo dos principais achados do estudo no Grupo B-Talassemia Heterozigética (B-TH)

Grupo B-TH comparado Associagcdo com Outras associacdes
ao grupo controle concentracdes de
UMFA
Vitaminas e tHcy - Maiores concentracdes de | - Nado determinado | - Concentrag8es suprafisioldgicas de folato sérico em 22% dos B-TH e
eritrocitario 12% dos controles;
- Sem diferencas nas - Deficiéncia de folato em 30% dos B-TH e 23% dos controles;

concentracdes de folato
sérico, vitamina B12 e tHcy

Células NK -Maior nimero de células - Ndo determinado | - Associagédo inversa entre concentracdes de folato eritrocitario e
NK; atividade litica no grupo total (B-TH + controle) e controle;
- Sem diferencas para a - Associacao inversa entre concentracdes de folato eritrocitario e
atividade litica; capacidade citotdxica no grupo controle;
- Sem diferenca para a - Correlacéo direta entre o nimero de células NK e as concentracdes
capacidade citotoxica séricas de IL-6 e IL-10.
Metilacdo global do - Sem diferenca - N&o determinado | - Sem associacdo com concentracdes de folato sérico e eritrocitario;
DNA - O consumo alimentar de folato corrigido para DFE mostrou ser um

bom marcador para a variavel dependente “ter maiores valores de
metilagao global do DNA” tanto no grupo B-TH quanto no controle;
- O aumento na expressao de RNAm do gene da DHFR mostrou
protecdo para ter maiores valores de metilacdo global do DNA.

Expressdes de RNAm - Maior expresséo de - Nao determinado | - Associagdo inversa entre concentragfes de folato eritrocitario e
RNAm do gene da IL-8; expressdo de RNAm do gene da DHFR no grupo 3-TH, controle e grupo
- Maior express&o de total;
RNAmM do gene de IFN-y. - Associagao inversa entre concentrag6es de folato eritrocitario e

expressdo de RNAm do gene da IFN-y, TNF-a e IL-8 no grupo controle
e grupo total;

Citocinas séricas -Maiores concentra¢des - Nao determinado | - Correlag&o direta entre concentracdes de folato eritrocitario e

séricas de IL-6 e IL-8 concentracgdes séricas de IFN-y no grupo B-TH;

- Correlacéo direta entre concentragfes de folato sérico e
concentragdes séricas de IL-8 no grupo controle

Consumo alimentar de -Sem diferenca - Nao determinado | - A varidvel consumo alimentar de folato ajustado para DFE mostrou ser
folato (total ajustado para um bom marcador para a variavel dependente “ter maiores valores de
DFE, natural e sintético) metilagdo global do DNA”, tanto no grupo B-TH, quanto nos controles
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Quadro 10. Resumo dos principais achados do estudo de intervencéo diaria com 5mg de AF durante 90 dias

Efeitos apés a intervencdo comparado Associacao Outras associacdes
ao periodo pré-intervencéo com
concentracdes
de UMFA
Vitaminas e tHcy - Maiores concentra¢fes de folato sérico, - Deficiéncia de folato em 30% dos individuos no periodo pré-
eritrocitario, UMFA e 5-metil-THF aos 45 e intervencéo;
aos 90 dias; - UMFA detectavel em todos os individuos tanto pré quanto
- Sem diferenca para as concentracdes de apos a intervengao;
vitamina B12 e tHcy - Concentracdes suprafisiologicas de folato em todos os
individuos apds 45 e 90 dias da intervencao;
- UMFA aumentado em 100% e em 96,7% dos individuos,
respectivamente apos 45 e 90 dias de intervencgéo
Células NK - Menor nimero de células NK apds 90 | - Sem - Correlacdes diretas entre o nimero de células NK e as
dias de intervencéao; associagao concentracdes de citocinas séricas IL-6 e IFN-y no periodo pré-

- Menor capacidade citotéxica apés 90
dias de intervencao

intervencéo;

- Correlacdes diretas entre a atividade litica e a capacidade
citotoxica com as concentracdes séricas de IL-6 apds 45 dias de
intervencéo;

- Correlacdes diretas entre a atividade litica e a capacidade
citotoxica com as concentracdes séricas de IFN-y apds 90 dias
de intervencéo;

Metilacdo global do
DNA

Teste ndo realizado no estudo de intervencao

Expressdes de - Maior expressdo de RNAm do gene da - Sem - Sem associagao
RNAmM IL-8 apds 45 dias de intervencéo; associagao
- Maior expressdo de RNAm do gene de
TNF-a apos 45 e 90 dias de intervencao.
Citocinas séricas -Menores concentra¢des de PCR-us apos | - Sem - Sem associagao
45 dias de intervencdo comparado ao associacao

periodo pré-intervencédo. concentracdes
séricas de IL-6 e IL-8
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Continuacédo do Quadro 10.

Efeitos ap6s a intervencdo comparado ao periodo
pré-intervencao

Associagdo com
concentracdes de UMFA

Outras associacdes

Consumo alimentar
de folato (total

ajustado para DFE,
natural e sintético)

- O consumo de folato natural foi significantemente
maior no periodo pré-intervengéo comparado com 0s
dois periodos de intervencao;

- O consumo alimentar de folato sintético foi
significantemente maior no tempo 90 dias comparado
ao tempo 45 dias;

- 0 consumo alimentar total de folato foi semelhante
nos periodos pré e apds 45 e 90 dias de intervencao.

-Correlacéo direta das
concentracbes de UMFA e
ingestao de folato sintético
da dieta apenas no periodo
pré-intervencao.
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5 DISCUSSAO

Com inicio da fortificagdo de farinhas de trigo e milho no Brasil, em 2004, a
populacéo passou a estar exposta de maneira compulséria a maiores concentragfes
de &cido folico na alimentacdo. Foi demonstrado em estudos anteriores de nosso
grupo, que nesse periodo de fortificagdo, as concentracdes médias de folato sérico
praticamente dobraram na populacéo (Lopreato et al., 2008; Britto, Cancado e Guerra-
Shinohara, 2014).

Até recentemente, acreditava-se que o0 excesso de &cido fdlico seria
excretado na urina, portanto seria inécuo para o paciente/usudrio, entretanto, as
concentragcdes observadas especialmente apos a adoc¢ao da politica de fortificacédo de
farinhas tem preocupado pesquisadores, especialmente pelos possiveis riscos
associados a presenca de UMFA no organismo (Wright, Dainty e Finglas, 2007; Smith,
Kim e Refsum, 2008). As altas concentragbes se tornam uma preocupacao maior
naqguelas populacfes que além da exposicao a fortificacdo de alimentos ainda fazem

uso diario de terapéutica com AF.

Para avaliar o efeito do excesso de acido folico, que poderia ser decorrente
do uso terapéutico, aliado ao consumo de alimentos fortificados com esta vitamina,
incluimos trés grupos (EH, B-TH e individuos saudaveis). Esta escolha teve como
objetivo avaliar individuos com grande aumento da duplicacéo celular (EH), discreto
aumento da eritropoese (B-TH) e finalmente, individuos submetidos apenas a
fortificacdo compulséria das farinhas de trigo e milho com AF. Além da questdo da
eritropoese aumentada, procuramos escolher dois grupos com alteracfes

hematoldgicas que ndo apresentassem um componente inflamatério importante.

A importancia destes grupos esta também, no fato que, no primeiro (EH) ha
uma indicacao de uso diario de acido félico como terapéutica e no segundo (B-TH), a
indicacdo de &cido fdlico ndo € usual, uma vez que estes individuos ndo séo
acompanhados rotineiramente em ambulatérios de Servicos de Hematologia por

serem na sua grande maioria assintomaticos.

Resultados preliminares durante o desenvolvimento do projeto nos levaram a
inclusdo também, de um estudo de intervencgédo, constituido de individuos saudaveis

submetidos a uma intervencdo com 5mg/dia de acido folico durante 90 dias.
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A EH é caracterizada por aumento significante da eritropoese. Para que estes
pacientes possam repor os eritrocitos, sdo necesséarias maiores quantidades de
nutrientes essenciais como o AF, vitamina Bz, ferro entre outros. A dose terapéutica
mais utilizada de AF, por estes pacientes, € de 1 comprimido de 5mg de AF por dia,
apresentacao da vitamina mais comum no Brasil. O intrigante é o fato desta dose ser
cinco vezes superior a dose maxima toleravel (UL) que é de 1mg/dia (Institute of
Medicine, 1998).

O uso cronico desta vitamina pelos pacientes com EH foi associado com
concentracdes cerca de duas vezes maiores de folato sérico e eritrocitario; e quatro
vezes maiores de UMFA guando comparados aos seus controles com idades, género
e IMC pareados. O aumento observado em nosso estudo para folato sérico foi
semelhante as concentracfes descritas anteriormente em estudo com pacientes EH
portugueses (Rocha et al., 2011), os quais faziam uso terapéutico de AF, porém néo

estavam expostos a fortificacdo de alimentos com a vitamina.

Segundo nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que mostra valores
tdo altos de UMFA em pacientes com EH, o que é um alerta aos médicos
hematologistas e uma preocupacdo de saude publica, uma vez que séao
desconhecidos os efeitos destes valores muito elevados de UMFA nos pacientes com
EH num periodo tdo longo de tratamento com altas doses de AF. Nossos achados
mostram, que ao contrario do que se pensava, 0 excesso desta vitamina ndo é

excretado totalmente na urina.

Por sua vez, os individuos B-TH, apresentam alteracdo quantitativa leve na
producdo de cadeias 3 da globina. Estes individuos sdo em geral assintomaticos,
porém, ndo € incomum apresentarem graus leves de hemolise e aumento discreto de
eritropoese. E descrito que a maioria destes individuos ndo necessita de
acompanhamento médico, embora alguns o facam e uns poucos usem terapéutica
com AF. Quando usada, a dose de AF nos individuos p-TH também costuma ser de

5mg/dia.

Em nosso estudo, foi muito dificil a inclusdo deste grupo, pelo fato de nao
serem acompanhados habitualmente em Servigos de Hematologia. A grande maioria
dos individuos com B-TH incluidos, era de casos previamente listados em

ambulatérios e que foram convidados a participar. A alta frequéncia de anemia (76%),
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a presenca de deficiéncia de folato (30%) e 1 individuo com concentracao altissima
de tHcy (138 pmol/L) mostra que estes individuos, apesar de geralmente
assintoméaticos, podem se beneficiar de acompanhamento clinico e laboratorial de

rotina, com avaliacdo periodica das concentracdes de folato sérico.

Para a avaliacdo de excesso ou de deficiéncia de folato utilizamos os
resultados de folato sérico determinado pelo método microbioldgico, o qual é
considerado padrédo-ouro, uma vez que neste tipo de andlise sdo quantificadas as
formas biologicamente ativas de folato (WHO, 2015). O folato sérico total, determinado
por LC-MS/MS compreende as diversas formas de folato, incluindo UMFA, 5-metil-
THF, 5-formil-THF, THF, 5,10-metenil-THF além das formas oxidadas, biologicamente
inativas, como Mefox. E importante salientar que os valores de folato sérico total e de
5-metil-THF, determinado por LC-MS/MS, mostraram forte e significante correlacao
com os valores de folato sérico por método microbioldgico, sendo adequado para

avaliacdo das concentracdes de folato.

A forma 5-metil-THF € a forma predominante de folato no plasma em
individuos ndo usuarios de terapéutica com AF. A mediana da forma 5-metil
representa em torno de 94% da mediana de folato sérico total em néo usuarios de
terapéutica com AF. No grupo EH, a proporcédo de 5-metil-THF foi de cerca de 84%
do folato total devido a influéncia das concentracbes de UMFA neste grupo.
Resultados semelhantes foram descritos na populacédo norte-americana, sendo que

15% dos individuos estudados eram usuarios de AF (Pfeiffer et al., 2015).

O estudo de intervencdo com 5mg diarios de AF com individuos saudaveis foi
muito importante no presente estudo, pois 0os achados encontrados no grupo EH
poderiam ser decorrentes da anemia hemolitica e ndo do excesso de AF encontrado
naguele grupo. Observou-se gue no estudo de intervencéo, apés 45 dias de uso diario
de 5mg de AF, houve aumentou de aproximadamente 4,5 vezes nas concentracfes
de folato sérico e eritrocitario. Nota-se que este aumento foi maior que a diferenca
entre o grupo EH e seus controles (2,1 vezes). Isso ocorreu, muito provavelmente,
porgue o grupo EH apresenta maior necessidade deste nutriente pelo aumento das
taxas de eritropoese e também, por se tratar de um modelo de exposi¢ado cronica ao

excesso de AF, ja que a maioria dos pacientes vem usando AF por dezenas de anos.
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Concentragcbes de folato superiores a 45nmol/L s&o consideradas
suprafisiolégicas e apds o periodo de fortificacdo de farinhas, tais concentracdes
foram observadas em 23% da populagcédo norte-americana (Smith, Kim e Refsum,
2008). No nosso estudo, as concentracdes suprafisiolégicas estavam presentes em
cerca de 13% dos individuos controles saudaveis e ndo usuérios de AF. Embora com
frequéncias menores que do estudo norte-americano, isso demonstra que a politica
de fortificacdo de alimentos, por si sO, é suficiente para produzir concentracfes
suprafisiolégicas mesmo em individuos saudaveis que nao estejam usando AF como
terapéutica. No entanto, os beneficios no incremento das concentragfes de folato
sérico na populacdo em geral e também, na reducéo da incidéncia de DFTN superam

a importancia do achado de concentracdes suprafisiologicas.

Naqueles individuos que, além dos alimentos fortificados, também fazem uso
terapéutico com AF (pacientes EH), as concentracdes suprafisioloégicas foram
encontradas em 55,5% (método microbioldgico) e em 74,1% (método LC-MS/MS) dos
casos, mostrando o efeito do uso crbnico de altas concentracbes de AF nestes
pacientes. A proporcdo de pacientes com concentracdes suprafisioldgicas (74,1%,
pelo método de LC-MS/MS) foi exatamente a mesma de pacientes com concentracfes
aumentadas de UMFA. Além disso, 0 uso de AF 5mg/dia por 45 dias, no grupo
intervencdo, foi suficiente para que todos os individuos (100%) avaliados

apresentassem concentracdes suprafisioldgicas de folato.

Foi observado no presente estudo, valores muito elevados de UMFA nos
pacientes EH que fizeram uso de 5mg/dia de AF (mediana: 5,94 e intervalo
interquartilico: 1,92 — 76,10 nmol/L), enquanto que nos 4 pacientes com EH que néo
usavam esta vitamina estes valores foram de 0,65 (0,46 — 1,0) nmol/L. E interessante
notar que todos os pacientes EH, seus controles saudaveis e todos os individuos do
estudo de intervencdo, mesmo no periodo pré-intervencdo apresentaram

concentracfes detectaveis de UMFA.

Concentracdes consideradas elevadas de UMFA (>1,30nmol/L) estavam
presentes, principalmente nos pacientes EH em uso de terapéutica com AF, com cerca
de 87% deles apresentando concentracées elevadas, e em alguns casos,

apresentando concentracdes de UMFA téao altas quanto 100nmol/L.
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Cabe destacar, que as diferencas nas concentragcdes encontradas entre os
grupos EH e controles e também B-TH e controles, ndo sofreu influéncia da
alimentacdo, uma vez que o consumo tanto de folato total (apresentado como
equivalente de folato dietético), quanto do consumo de folato de origem natural ou
sintética foi semelhante entre os grupos.

Estes resultados em conjunto mostram a necessidade de um
acompanhamento laboratorial destes pacientes para que as doses possam ser
ajustadas as necessidades individuais, a fim de serem mantidas numa concentracao
satisfatoria, de modo que néo permita a deficiéncia da vitamina, mas também néo
produza concentracfes tdo elevadas, especialmente da forma ndo metabolizada
(UMFA).

Apesar da preocupacdo com o excesso de AF, também se deve considerar a
deficiéncia deste nutriente, que ainda & bem presente na populagdo em geral. Na
esferocitose, devido ao uso terapéutico, a frequéncia de deficiéncia de folato foi
menor, entretanto, 30% dos individuos B-TH e em torno de 22% dos controles de

ambos os grupos apresentaram baixas concentracdes séricas de folato (<13,6nmol/L).

Estudo prévio de nosso grupo, com mulheres saudaveis, ndo usuarias de
polivitaminicos, no periodo anterior a politica de fortificacdo de farinhas (2003),
mostrou que a frequéncia de deficiéncia de folato naquele periodo era de 37,3%
(Barbosa et al., 2008). Nossos resultados mostraram uma reducéo na deficiéncia para
cerca de 22%, enquanto as concentracdes de folato sérico foram cerca de 80%

maiores do que o periodo pré-fortificacdo de farinhas.

Esses resultados mostram que, a fortificacdo de farinhas no Brasil levou a
reducédo da frequéncia de deficiéncia de folato e a maiores concentracdes séricas da
vitamina. Por outro lado, ainda ha uma parcela significante de individuos

apresentando concentracdes inferiores as satisfatérias.

A maior incidéncia de deficiéncia de folato nos individuos p-TH mostra que,
provavelmente, o leve aumento de eritropoese neste grupo requeira também uma
compensacgado vitaminica maior do que aquela fornecida apenas pelas farinhas

fortificadas.

Os nossos resultados mostram que, para parte significante dos individuos

controle e para cerca de 1/3 dos individuos B-TH, apenas a fortificacdo das farinhas
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de trigo e milho, disponiveis nos ultimos onze anos de politica de fortificacéo
compulsodria, ndo foram suficientes para compensar as necessidades de parte da
populacdo. Assim, € importante destacar que a politica de fortificacdo compulsoéria de
farinhas com AF no Brasil, pode n&o estar sendo uma medida suficientemente
protetora para todas as gestantes. Desse modo, é importante que campanhas
alertando para a necessidade aumentada de AF durante o periodo reprodutivo e a
suplementacdo com AF durante o pré-natal sejam mantidas. Todavia, da mesma
forma que para os pacientes usuérios crénicos de AF, a avaliacdo laboratorial das
concentragcfes de folato nas gestantes seria muito importante para que as doses
prescritas sejam as mais adequadas, impedindo deficiéncia do nutriente e, também,

concentragdes aumentadas de UMFA durante esse periodo.

As alteracdes observadas no hemograma dos pacientes EH sdo condizentes
com o quadro clinico desta anemia hemolitica hereditaria. A presencga de anemia com
reducdo da contagem de eritrocitos e aumento de reticulécitos reflete a condigcéo
hemolitica desta doenca. O aumento de CHCM também é caracteristico devido ao
menor volume ocupado pelo esferécitos. Estes pacientes apresentam um leve grau
inflamatorio relacionado com a hemolise crénica o que produz um leve aumento na
leucometria deste grupo, resultado semelhante ao descrito para pacientes EH em

estudo descrito anteriormente na literatura (Rocha et al., 2011).

Do mesmo modo, as alteracfes encontradas no hemograma dos individuos -
TH também refletem sua condicdo hematologica. A leve anemia microcitica e
hipocrémica com eritrocitose é caracteristica nos portadores dessa alteracéo genética.
O aumento discreto da contagem de reticulocitos também reflete a eritropoese
levemente aumentada, num grau bem menor que 0 visto nos pacientes EH. O
aumento de hemoglobina A2 é também caracteristico e confirma o diagnostico da -

TH (Failace, Fernandes e Failace, 2009).

O ciclo do folato tem importancia crucial na doacéo de grupamentos metil para
todas as reacdes do organismo, incluindo a metilacdo do DNA. Ja foi bem descrito
gue a metilacdo do DNA é um mecanismo importante na regulagdo da transcri¢ao,
interferindo na expressédo e no silenciamento de genes. Além disso, alteracdes nos
padrées de metilagdo poderiam facilitar o surgimento de células neoplasicas, as quais

tém como caracteristica padrées anormais de metilagdo do DNA (Crider et al., 2012).
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Em nosso estudo, nao foi observado diferenca na metilagdo global do DNA
entre os grupos EH e B-TH quando comparados com seus respectivos grupos
controle. Também nao foi observado associacdo entre as concentracdes de folato
seérico, eritrocitario e UMFA com as taxas de metilagdo global do DNA no grupo EH.
Além disso, o consumo de folato da dieta (natural, sintético ou total ajustado para DFE)

também n&o foi associado com a metilacdo global do DNA.

Nossos resultados estdo de acordo com o que vem sendo descrito na
literatura. Até o presente momento ndo ha evidéncias consistentes que a ingestéao de
grandes quantidades de folato ou &cido félico leva a metilacdo aberrante do DNA,

mudancas na expressao de genes ou a doencas (Crider et al., 2012).

Em estudo com mulheres idosas, com alimentacao controlada, a deplecao de
folato da dieta foi associada com reducdo nas taxas de metilagédo global do DNA
(Jacob et al., 1998b). Entretanto, em outro estudo semelhante com mulheres jovens
essa reducao nao foi observada. Porém, foi encontrado aumento na metilacdo com a
ingestao de folato durante o periodo da reposicédo da deplecao e isso ocorreu apenas
nos portadores do polimorfismo MTHFR 677 TT (Shelnutt et al., 2004).

As altas concentracGes de folato sérico e eritrocitario e também de UMFA
encontradas no grupo de pacientes EH ndo foram capazes de acarretar modificacbes
nas taxas de metilacdo global do DNA. Ha de se considerar que diferentes regides do
genoma sao reguladas de maneira distinta e as respostas de cada uma destas regides

a diferentes ofertas de doadores de grupos metil poderiam ser esperadas.

A metilacdo do DNA é um processo altamente regulado e dependente do
tecido, da sequéncia do DNA, da regido do genoma, de enzimas regulatérias e de
diversos outros fatores (Crider et al., 2012). A determinacdo das taxas de metilacdo
global do DNA avalia a metilacdo em todo o DNA, porém, muitas vezes podem estar
acontecendo hipermetilacbes em regiées ou genes especificos do DNA e
hipometilacdo em outras, resultando numa compensacao ao longo do DNA quando se
avalia na totalidade. Ademais, novos estudos com mais individuos expostos a altas
concentracfes de UMFA sdo necessarios para verificar os efeitos sobre a metilagéo
do DNA na regido promotora de genes especificos, de modo que, possam trazer

respostas mais consistentes.
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Outro aspecto importante abordado neste estudo foi efeito das concentragdes
de AF sobre a expressao de RNAm de genes de enzimas cruciais no ciclo do folato
(MTHFR e DHFR). O AF proveniente da terapéutica ou da fortificacdo, tem maior
biodisponibilidade em relacdo ao folato natural dos alimentos, porém, para que possa
ser aproveitado ou incorporado ao ciclo celular de folato precisa antes ser reduzido a
tetraidrofolato pela enzima DHFR. Como j& mencionado anteriormente, alteracdes
nesta enzima poderiam levar ao acumulo de UMFA e DHF no organismo com baixo
aproveitamento da vitamina. Da mesma forma, alteragdes no funcionamento da
MTHFR prejudicaria todo o funcionamento do ciclo do folato, afetando as reagdes de

metilacdo do DNA e a remetilacdo de homocisteina a metionina.

Em nosso estudo, as expressdes de RNAm dos genes que codificam as
enzimas DHFR e MTHFR foram semelhantes entre os grupos EH e 3-TH quando cada
um dos grupos foi comparado ao seu respectivo grupo controle. As concentracdes de
folato sérico e UMFA também ndo mostraram associacdo com a expressao dos genes

dessas duas enzimas, mesmo no grupo intervencgao.

Sao poucos os estudos que avaliam os efeitos do AF sobre a citotoxicidade
das células NK e de nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que corrobora com
os achados descritos por Troen e colaboradores (Troen et al., 2006), que
demonstraram, em estudo com grupo de mulheres pds-menopausa, que 0 excesso
de acido fdlico proveniente de terapéutica estava associado a reducdo da
citotoxicidade das células NK in vivo, em mulheres que consumiam maiores

guantidade de folato da dieta (Troen et al., 2006).

Em nosso estudo, o uso diario de 5mg de AF durante 90 dias levou a reducéo
significante do nimero e da capacidade citotoxica das células NK. A reducéo relativa
na capacidade citotoxica dos individuos do estudo de intervencdo chegou a 64%
comparado ao periodo pré-intervencdo. Esta reducdo foi mais intensa que aquela
descrita no estudo de Troen e colaboradores (2006), que incluiu mulheres poés-
menopausa com sobrepeso ou obesas. Naquele estudo as mulheres com maiores
concentragdes circulantes de UMFA apresentaram reducéo de 23% na capacidade
citotoxica das células NK comparadas com mulheres que ndo apresentavam
concentracdes detectaveis de UMFA. Porém, diferente do nosso estudo, as mulheres
tomavam doses variaveis e concentracdes menores de AF (Troen et al., 2006). Em

adicdo aos resultados descritos na literatura, os nosso resultados fortalecem a
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hipotese de que altas concentracdes de AF podem levar a danos no funcionamento

adequado destas células e na imunidade.

No grupo EH, constituido em sua maioria por usuéarios cronicos da terapéutica
com AF, o efeito negativo de maiores concentracdes de folato eritrocitario sobre o
ndmero e a capacidade citotdxica das células NK fortalece as evidéncias que ha um
risco das altas concentracfes de AF sobre estas células. Em adi¢cdo, um modelo de
regressao linear univariada mostrou que o aumento no Ln do UMFA esté relacionado
ao aumento no numero de células NK no grupo constituido por pacientes EH e seus
controles. Por outro lado, o0 aumento do niumero das células NK tanto no grupo EH
guanto no grupo B-TH parece ser um mecanismo compensatorio do organismo a

menor atividade litica destas células individualmente.

Isso fica mais evidente se tomarmos o grupo EH como um modelo de
exposicao cronicas a altas doses de AF, e o grupo intervencdo com 5mg/dia como um
modelo agudo dessa exposicdo. Neste ultimo grupo percebeu-se uma significante
reducdo do numero e da capacidade citotoxica destas células, enquanto nos pacientes
EH o ndmero de células estava aumentado, mantendo a citotoxicidade das células NK
num patamar semelhante ao de seus controles saudaveis. Nossa hipotese € que no
modelo de exposicéo crénica (grupo EH), composto por individuos que usam 5mg/dia
de AF continuamente por anos, ocorre um aumento compensatorio do namero de
células NK de maneira a manter estavel a citotoxicidade global destas células. E
provavel que o periodo de exposi¢cao de 90 dias utilizado no estudo de intervencao
tenha sido insuficiente para produzir estas modificac6es adaptativas como ocorreu na

exposicao cronica.

N&o esta claro se tal magnitude de reducédo da capacidade citotdéxica tem
implicancias biolégicas. Da mesma forma, néo se sabe se esta reducéo observada in
vitro também ocorre na mesma proporcao in vivo. Porém, é possivel que esta reducéo
leve a diminuicdo da vigilancia contra células tumorais e reflita na producdo de
citocinas inflamatérias. Estudos epidemiologicos tém reportado uma relacéo entre a
fortificacdo mandatéria com AF e um aumento da incidéncia de cancer colorectal
(Mason et al., 2007; Hirsch et al., 2009). Uma possivel explicacdo para esta
associacdo parece estar relacionada com a reducdo da capacidade citotoxica das

células NK.
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Também é preciso destacar que células NK sdo importante produtoras de
algumas citocinas tais como IFN-y, o TNF-a e IL-10 (Vivier et al., 2011), e as
concentragbes de AF afetando as células NK poderiam levar, adicionalmente, a
modificagdes na resposta inflamatéria. Foi mostrado, no presente estudo, que a
citotoxicidade das células NK estava associada diretamente com as concentracdes de

IL-6, IFN-y e TNF-a no estudo de intervencgéo.

Entre as expressdes de RNAm de genes das citocinas inflamatérias avaliadas,
chama a atencao a maior expressdo de RNAm do gene de IL-8 nos grupos EH e B-
TH e também no grupo intervencdo apds 45 dias de uso diario de AF 5mg. Além do
aumento de expressao, também foi observado aumento da concentragéo sérica de IL-

8 nos grupos EH e B-TH, porém nao no grupo intervencéo apos 45 dias.

A IL-8 é conhecida como “citocina quimiotaxica”, agindo como mediador do
recrutamento de células para o local da infecgdo. O aumento de IL-8 no grupo EH
poderia estar acontecendo devido a propria doenca, entretanto o aumento observado
na expressao do gene da IL-8 no estudo de intervencdo sugere que esta alteracao
possa ser decorrente do aumento de AF, e que um tratamento cronico levaria também
ao aumento das concentracdes séricas. Ainda nesse aspecto, uma interessante
correlacao direta foi observada entre folato sérico e as concentracdes de IL-8 no grupo
B-TH.

Em estudo anterior realizado por Rocha e colaboradores (2011) com
pacientes portugueses com EH, foi demonstrado que estes apresentam processo
inflamatorio brando, que embora ndo levasse a diferencas nas concentracdes de
PCR-us, levaram ao aumento de concentracdes de TNF-a e IFN-y (Rocha et al., 2011).
Nosso estudo demonstrou resultados semelhantes, com aumento de TNF-a neste
grupo, sem diferencas para concentragées de PCR-us. Diferentemente do estudo

portugués, ndo observamos diferengas nas concentracoes de IFN-y.

Por outro lado, 0 aumento da expressdo de TNF-a no estudo de intervencéo
apos 45 e 90 dias de uso de AF; e as maiores expressdes de IL-6 no grupo B-TH
corroboram com a hipotese de que, o AF também esteja desempenhando um papel
nas diferengas observadas nestes parametros de inflamacao. Além do mais, o efeito
do AF sobre a IL-6, pode indiretamente interferir no metabolismo do ferro, uma vez

que a IL-6 regula a sintese de hepcidina (Nemeth et al., 2004).
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Ademais, as concentragbes de AF influenciaram também as concentragdes
da citocina anti-inflamatéria IL-10, na medida em que foi observado correlagéo inversa
das concentragdes desta citocina com as concentracoes de UMFA e de folato sérico
no grupo EH. Estudo descrito na literatura demonstrou que a IL-10 aumenta a
citotoxicidade in vitro de células NK contra células Daudi (célula de linhagem de
linfoma de Burkitt) (Mocellin et al, 2004). Também foi descrito que a atividade in vitro
das células NK extraidas de ratos idosos alimentados com uma sobrecarga de AF foi
50% menor que o controle. E a adicdo de IL-10 ao meio de cultura foi capaz de
restaurar a atividade destas células (Sawaengsri et al., 2014). O efeito do UMFA sobre
as concentragdes de IL-10 poderia ser outro modo pelo qual a sobrecarga de AF
poderia influenciar a imunidade destas células. Segundo nosso conhecimento, essa é
a primeira vez que se demonstra associacdo de concentracées aumentadas de folato

e de UMFA com as concentracdes de IL-10.

Sabe-se que um dos riscos de concentracdes elevadas de folato sérico € o
mascaramento dos sinais clinicos da deficiéncia de vitamina B12, entretanto, apenas
1 (2%) individuo B-TH apresentou deficiéncia de vitamina Bi2, enquanto néo foi
observado deficiéncia de vitamina B12 nos pacientes EH. A vitamina B1> desempenha
importante papel juntamente com o folato na reducdo das concentracbes de tHcy,
porém no nosso estudo nao foi observado diferenca entre 0s grupos estudados e seus
respectivos controles em relagcéo a concentracédo de metabdlito. Esse achado decorre
provavelmente de os grupos analisados ndo apresentarem deficiéncia importante
destas vitaminas e ndo apresentarem concentracdes de tHcy elevadas. Da mesma
forma, no estudo de intervencdo com AF nao foi observado diferenca nas
concentragfes de tHcy com o aumento das concentracdes de folato. Isso aconteceu
porque as concentracdes de tHcy em geral estavam dentro dos valores de referéncia

ja no periodo pré-intervencéao.

Em sintese, o uso diario e continuado de AF em concentracfes tdo altas
guanto 5mg levou a concentragfes suprafisioldgicas desta vitamina na maioria dos
pacientes/individuos avaliados e do mesmo modo, a presenca de altas concentragdes
de UMFA na circulagdo. Os achados do presente estudo sdo inéditos e estdo entre os
primeiros a mostrar que o0 uso de altas concentragfes de AF estd associado com
alteracdo no numero e capacidade citotdxica das células NK e na expressao das

citocinas IL-8 e TNF-a. E muito importante que o uso terapéutico continuo de 5 mg/dia
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de AF no tratamento de anemias hemoliticas e durante a gestacéo seja reavaliado no
Brasil de modo a impedir concentracfes elevadas de UMFA nestes individuos,
afetando parametros da imunidade que podem vir a perturbar mecanismos de
vigilancia imune. A partir dos nossos resultados fica evidente a necessidade de maior
disponibilidade pela industria farmacéutica de apresentacdes da vitamina contendo
menores concentracdes de AF para os individuos que necessitam de uso continuo.
Além disso, € muito importante que se faca uma monitoragao laboratorial rotineira das
concentracdes de folato no sangue destes pacientes, de modo que seja mantido numa
faixa que ndo permita a deficiéncia deste nutriente, mas que também néo atinja

concentracfes que possam comprometer o sistema imune.

E por fim, é importante salientar que as politicas de fortificagcdo de farinhas
com AF no Brasil levaram a um aumento das concentracdes de folato sérico na
populacdo de um modo geral, entretanto sem os efeitos negativos observadas nos

individuos que usavam AF na terapéutica.
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6 CONCLUSOES

v

As concentracdes de folato sérico e eritrocitario nos pacientes com EH foram,
respectivamente, 2,1 e 1,67 vezes maiores do que em seus controles; no
entanto, o uso diario de 5mg de AF em individuos saudaveis aumentou cerca
de 4,7 vezes as concentragdes de folato sérico e eritrocitario apés 45 e 90 dias
quando comparado com os valores anteriores da intervencéo nos individuos
saudaveis;

As concentragdes de UMFA nos pacientes com EH foram 5 vezes maiores
quando comparados aos seus controles. No estudo de intervencdo esse
aumento foi de 5,3 e 3,1 vezes, respectivamente, apoés 45 e 90 dias de
intervencéao diaria com 5mg de acido fdélico;

As concentragdes de vitamina B12 e tHcy foram semelhantes nos grupos EH e
seus controles, nos grupos B-TH e seus controles e no estudo de intervengéo;
As concentragdes de UMFA nao foram associadas com alteragdes nas taxas
de metilagao global do DNA;

As expressdao de RNAm do gene da IL-8 foi maior nos grupos com maiores
concentragdes de folato sérico e eritrocitario ou UMFA (grupos EH, B-TH e 45
dias apos intervencdo com AF). Os grupos EH e B-TH também apresentaram
maiores concentracdes séricas de IL-8;

Maiores concentracdes de folato sérico foram associadas a menores
concentragdes de IL-10 em pacientes com EH;

O uso de altas concentragdes de acido félico, no estudo de intervengdo com
5mg de AF em individuos saudaveis, foi associado com a redugdo no nimero
e capacidade citotoxica das células NK, o que poderia impactar na imunidade
e na capacidade de vigilancia antitumoral destas células;

As concentracdes de UMFA foram diretamente relacionadas com a ingestao de
folato sintético da dieta em individuos saudaveis que nao faziam uso de
terapéutica com AF. Esta relagdo de UMFA com o consumo de folato dietético
desaparece quando ha uso terapéutico da vitamina;

Por outro lado, a ingestdo dietética de folato ndo foi associada com as

concentracdes de tHcy;
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Apéndice A. Correlacdo de Spearman entre as concentracbes de vitaminas e

homocisteina total no sangue, acido félico total na dieta e taxa de metilacdo global do

DNA nos pacientes com esferocitose hereditaria e em seus controles

Metilagdo do DNA

Esferocitose Hereditaria Controle
Folato sérico (nmol/L) r=0,119 r=-0,064
P= 0,590 P= 0,688

N= 23 N= 42
Folato eritrocitario (nmol/L) r=-0,124 r=-0,008
P= 0,584 P= 10,963

N= 22 N= 37
UMFA (nmol/L) r=0,223 r=-0,159
P=0,306 P=0,315

N=23 N=42
Vitamina Bi2 (pmol/L) r=-0,210 r= 0,036
P=10,335 P= 0,820

N= 23 N= 42
Homocisteina total (umol/L) r=0,314 r=-0,167
P=0,144 P= 0,292

N= 23 N= 42
Folato (ug DFE/dia)* r=-0,056 r=0,378
P=0,799 P=0,014

N= 23 N= 42
Acido félico sintético (consumo) (ug/dia) r=-0,153 r= 0,244
P=10,485 P=0,120

N= 23 N= 42
Folato natural dos alimentos (pg/dia) r= 0,082 r= 0,062
P=0,710 P=0,695

N= 23 N=42

IApresentado como equivalente de folato dietético (dietary folate equivalents — DFE). 1 DFE = 1 ug de
folato natural presente nos alimentos = 0,6 g de folato sintético proveniente dos alimentos fortificados.
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Apéndice B. Correlagdo de Spearman entre as concentragdes de vitaminas e

homocisteina total no sangue, &cido félico total na dieta e taxa de metilagéo global

do DNA nos individuos B-TH e seus controles

Metilagdo do DNA

B-talassemia Controle
heterozigotica
Folato sérico (nmol/L) r=-0,129 r=-0,213
P=0,393 P= 0,049
N=46 N= 86
Folato eritrocitario (nmol/L) r=-0,013 r=- 0,257
P=0,933 P=0,031
N= 46 N=71
Vitamina Bi2 (pmol/L) r= 0,187 r= 0,056
P=0,213 P= 0,609
N=46 N=86
Homocisteina (umol/L) r= 0,032 r=-0,235
P=0,831 P= 0,030
N=46 N= 86
DFE (consumo total de folato (pg/dia) r=0,216 r=-0,006
P=0,149 P= 0,956
N=46 N=76
Acido félico sintético (consumo) (ug/dia) r=0,331 r= 0,066
P= 10,025 P=10,570
N= 46 N=76
Folato natural dos alimentos (pg/dia) r=-0,065 r=-0,189
P=0,670 P= 0,102
N=46 N=76
As correlagfes significantes estdo marcadas em negrito
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Apéndice C. Correlagcdes de Spearman entre as expressbes de RNAmM e as

concentracdes séricas de marcadores do processo inflamatorio, vitaminas e tHcy em

pacientes com esferocitose hereditaria

Expressdes de RNAm dos genes

Concentragéo DHFR MTHFR IFNy TNF-a IL-8
sérica
IL6 (pg/mL) r=-0,502 r=-0,246 r=-0,264 r=0,107 r=0,059
P=10,010 P=10,236 P=0,213 P=10,612 P=10,778
N= 25 N= 25 N= 25 N= 25 N= 25
IL-8 (pg/mL) r=-0,337 r=-0,453 r=-0,030 r=0,128 r=0,488
P=10,100 P= 0,008 P=10,891 P=0,543 P=10,013
N= 25 N= 25 N= 25 N= 25 N= 25
IL10 (pg/mL) r=-0,179 r=0,114 r= 0,203 r=0,271 r=0,278
P=10,393 P=0,589 P=10,341 P=0,190 P=10,178
N= 25 N= 25 N= 25 N= 25 N= 25
IFN-y (pg/mL) r=-0,037 r=-0,177 r=-0,145 r=-0,032 r=-0,085
P= 10,859 P= 0,397 P=0,499 P=0,881 P= 0,687
N= 25 N= 25 N= 25 N= 25 N= 25
TNF-a (pg/mL) r= 0,296 r=-0,076 r=-0,106 r=0,019 r=0,-0,158
P=10,151 P=0,718 P=10,622 P= 0,927 P= 0,452
N= 25 N= 25 N= 25 N= 25 N= 25
PCR-us (mg/dL) r=-0,271 r=-0,010 r=-0,332 r=-0,045 r= 0,148
P=10,190 P=0,962 P=10,113 P=0,832 P= 0,480
N= 25 N= 25 N= 25 N= 25 N= 25
Folato sérico r=0,291 r=-0,030 r=0,113 r= 0,030 r=-0,131
(nmol/L) P=0,159 P= 0,887 P= 0,590 P= 0,887 P=0,533
N= 25 N= 25 N= 25 N= 25 N= 25
Folato eritrocitario r=0,117 r=-0,036 r=-0,325 r= 0,329 r= 0,010
(nmol/L) P=0,585 P=0,869 P=0,130 P=0,117 P= 0,965
N= 24 N= 24 N= 24 N= 24 N= 24
UMFA (nmol/L) r=0,288 r=-0,058 r=-0,129 r=0,105 r=-0,142
P=0,162 P=0,783 P=0,548 P=0,619 P=0,500
N=25 N=25 N=25 N=25 N=25
Vitamina By, r= 0,008 r= 0,207 r= 0,306 r= 0,080 r=0,220
(pmoliL) P= 0,968 P=0,321 P=0,146 P=0,704 P=0,291
N= 25 N= 25 N= 25 N= 25 N= 25
tHey (umol/L) r=-0,167 r=-0,145 r=0,043 r=-0,150 r=-0,068
P=10,424 P= 0,489 P= 0,840 P=10,474 P= 0,745
N= 25 N= 25 N= 25 N= 25 N= 25

tHcy: homocisteina total plasmatica; PCR-us: proteina C reativa ultra sensivel. As correlacbes

significantes estdo marcadas em negrito
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Apéndice D. Correlagcdes de Spearman entre as expressbes de RNAmM e as
concentracdes séricas de marcadores do processo inflamatério, vitaminas e tHcy em

individuos controles

Expressdes de RNAm dos genes

Concentragéo DHFR MTHFR IFNy TNF-a IL-8
sérica
IL6 (pg/mL) r=-0,045 r=-0,240 r=-0,136 r=0,223 r=0,377
P=0,753 P=0,084 P=0,331 P=0,108 P= 0,005
N=53 N= 53 N= 53 N= 53 N= 53
IL-8 (pg/mL) r=-0,001 r=-0,004 r=-0,099 r=0,237 r=0,213
P= 0,997 P=0,979 P=0,481 P= 0,087 P=0,125
N=53 N= 53 N= 53 N= 53 N= 53
IL10 (pg/mL) r=0,107 r=-0,121 r=0,151 r= 0,147 r=0,322
P= 0,450 P=0,389 P=10,281 P=0,294 P=0,019
N=53 N= 53 N= 53 N= 53 N= 53
IFN-y (pg/mL) r=0,128 r=-0,208 r=-0,028 r=0,071 r=0,077
P= 0,368 P=0,135 P= 0,842 P=0,614 P= 0,586
N=53 N= 53 N= 53 N= 53 N= 53
TNF-a (pg/mL) r=-0,020 r=-0,146 r=-0,263 r=0,031 r=0,242
P= 0,887 P= 0,296 P= 0,058 P= 0,825 P= 0,081
N= 53 N= 53 N= 53 N= 53 N= 53
PCR-us (mg/dL) r=-0,090 r=-0,163 r=-0,225 r=0,165 r=0,286
P= 0,527 P=0,243 P=0,105 P=0,239 P=0,038
N= 53 N= 53 N= 53 N= 53 N= 53
Folato sérico r=0,173 r=-0,001 r=0,065 r=0,186 r=0,220
(nmollL) P=0,219 P= 0,994 P=0,643 P=0,182 P=0,113
N= 53 N= 53 N= 53 N= 53 N= 53
Folato r=0,180 r=0,117 r=0,245 r=0,239 r= 0,056
eritrocitario P=0,248 P=0,448 P=0,110 P=0,118 P= 0,720
(nmol/L) N= 44 N= 44 N= 44 N= 44 N= 44
UMFA (nmol/L) r=-0,114 r=0,094 r=-0,087 r=0,084 r=-0,011
P=0,420 P=0,504 P=0,534 P=0,548 P=0,935
N=53 N=53 N=53 N=53 N=53
Vitamina B, r=0,163 r=0,080 r=0,036 r=-0,029 r=-0,038
(pmol/L) P= 0,249 P= 0,568 P=0,796 P=0,839 P=0,785
N=53 N= 53 N= 53 N= 53 N= 53
tHcy (umol/L) r=-0,151 r=- 0,266 r=-0,038 r= 0,215 r= 0,310
P= 0,286 P= 0,054 P=10,788 P=10,123 P=0,024
N=53 N= 53 N= 53 N= 53 N= 53

tHcy: homocisteina total plasmatica; PCR-us: proteina C reativa ultra sensivel. As correlagbes

significantes estdo marcadas em negrito
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Apéndice E. Correlagcbes de Spearman entre as expressdes de RNAmM e as
concentragbes séricas das citocinas, vitaminas e tHcy no grupo [-talassemia
heterozigética

Expressdes de RNAm dos genes

DHFR MTHFR IFNy TNF-a IL-8
Concentracdo sérica
IL6 (pg/mL) r=-0,196 r=-0,182 r=-0,161 r=-0,211 r= 0,065
P=0,182 P=10,217 P=0,276 P= 0,149 P= 0,659
N= 48 N= 48 N= 48 N= 48 N= 48
IL-8 (pg/mL) r=-0,078 r=-0,192 r= 0,003 r= 0,088 r= 0,369
P= 0,598 P=0,192 P= 0,985 P= 0,550 P= 0,010
N= 48 N=48 N= 48 N= 48 N= 48
IL10 (pg/mL) r=-0,143 r=-0,107 r= 0,046 r=-0,049 r= 0,096
P=0,332 P= 0,468 P= 0,757 P=10,741 P=0,518
N= 48 N= 48 N= 48 N= 48 N= 48
IFN-y (pg/mL) r=-0,168 r=-0,261 r=0,145 r=-0,232 r=-0,038
P= 0,252 P=0,073 P= 0,327 P=0,113 P= 0,795
N= 48 N= 48 N= 48 N= 48 N= 48
TNF-a (pg/mL) r=-0,010 r= 0,009 r=-0,084 r= 0,106 r=-0,009
P=0,945 P=10,953 P=0,570 P=0,472 P= 0,953
N= 48 N= 48 N= 48 N= 48 N= 48
PCR-us (mg/dL) r=-0,198 r=-0,247 r=0,176 r=-0,085 r=-0,112
P=0,178 P= 0,090 P= 0,232 P= 0,566 P= 0,450
N= 48 N= 48 N= 48 N= 48 N= 48
Folato sérico (nmol/L) r=-0,230 r= 0,059 r= 0,037 r=-0,098 r=-0,100
P=0,116 P= 0,691 P= 0,800 P= 0,506 P= 0,501
N= 48 N= 48 N= 48 N= 48 N= 48
Folato eritrocitario r=-0,450 r=-0,275 r= 0,146 r=-0,205 r=-0,055
(nmol/L) P= 0,001 P= 0,059 P=0,321 P=0,162 P=0,709
N= 48 N= 48 N= 48 N= 48 N= 48
Vitamina B12 (pmol/L) r=-0,145 r= 0,005 r=-0,030 r= 0,023 r=-0,006
P=0,325 P=0,974 P= 10,837 P=0,878 P= 0,967
N= 48 N= 48 N= 48 N= 48 N= 48
tHcy (umol/L) r=0,186 r=-0,014 r=0,142 r= 0,180 r= 0,108
P= 0,205 P=10,925 P= 10,337 P= 0,220 P= 0,464
N= 48 N= 48 N= 48 N= 48 N= 48

As correlagfes significantes estdo marcadas em negrito
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Apéndice F. Correlacbes de Spearman entre as expressoes de RNAmM e as

concentracdes séricas das citocinas, vitaminas e tHcy em controles

Expressdes de RNAm dos genes

DHFR MTHFR IFNy TNF-a IL-8
Concentracédo sérica
IL6 (pg/mL) r=0,124 r=-0,026 r=-0,024 r=0,114 r= 0,051
P=10,222 P=0,797 P=10,815 P= 0,266 P=10,618
N= 98 N= 98 N= 98 N= 98 N= 98
IL-8 (pg/mL) r=-0,040 r=-0,138 r=-0,246 r= 0,026 r= 0,019
P= 0,696 P=0,176 P=10,015 P= 0,803 P= 0,852
N= 98 N= 98 N= 98 N= 98 N= 98
IL10 (pg/mL) r=-0,007 r=-0,023 r= 0,003 r=-0,008 r= 0,039
P=10,944 P=10,819 P=10,978 P= 0,937 P=10,701
N=98 N= 98 N= 98 N= 98 N= 98
IFN-y (pg/mL) r=-0,050 r=-0,040 r=-0,038 r= 0,040 r= 0,007
P=10,624 P= 0,694 P=10,709 P= 0,698 P=0,947
N= 98 N= 98 N= 98 N= 98 N= 98
TNF-a (pg/mL) r=-0,133 r=-0,068 r=-0,304 r= 0,075 r=-0,059
P=10,192 P= 0,507 P= 0,002 P=10,464 P= 0,564
N= 98 N= 98 N= 98 N= 98 N= 98
PCR-us (mg/dL) r=0,193 r=0,152 r=-0,036 r=0,242 r= 0,091
P= 0,057 P=0,134 P=0,727 P=10,017 P=0,376
N= 98 N= 98 N= 98 N= 98 N= 98
Folato sérico (nmol/L) r=0,112 r=-0,036 r=-0,026 r= 0,005 r=-0,113
P=10,274 P=0,722 P= 10,797 P= 0,960 P= 0,269
N= 98 N= 98 N= 98 N= 98 N= 98
Folato eritrocitario r=-0,153 r=-0,359 r=-0,099 r=-0,250 r=-0,037
(nmol/L) P=0,172 P=0,001 P=0,378 P=0,025 P=0,741
N= 81 N= 81 N= 81 N= 81 N= 81
Vitamina B12 (pmol/L) r=-0,124 r=-0,087 r= 0,044 r=-0,084 r=-0,113
P=10,223 P= 0,396 P= 0,668 P=10,412 P=10,272
N= 98 N= 98 N= 98 N= 98 N= 98
tHcy (umol/L) r=-0,098 r=-0,221 r=-0,102 r= 0,008 r=0,110
P=0,338 P= 0,029 P=10,316 P= 0,939 P= 0,285
N= 95 N= 98 N= 98 N= 97 N= 97

As correlacdes significantes estdo marcadas em negrito
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Apéndice G. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para coletas na UNIFESP

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIFESP
Projeto de Pesquisa: “Efeitos do acido félico ndo metabolizado sobre a metilacéo global do DNA, a expressdo

de RNAm e a citotoxicidade das células NK em individuos expostos a fortificagdo compulséria com éacido

félico e/ou em uso terapéutico desta vitamina”

Nome:

Doc de ldentidade: Sexo: Data de Nascimento:

Endereco:

N: Apto: Bairro: Cidade: CEP: Telefone:

Duracao da pesquisa: 2 anos

Prezado (a) senhor (a),

Meu nome € Elvira M Guerra Shinohara, sou professora da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, e juntamente com o aluno de Doutorado Cldvis Paniz,
estamos convidando-o (a) a participar do projeto de pesquisa que estamos desenvolvendo em
colaboragdo com a equipe de médicos do Departamento de Hematologia e Oncologia da Escola
Paulista de Medicina na UNIFESP.

Nesta pesquisa serdo incluidos pacientes com esferocitose hereditaria ou individuos
portadores de traco talassémico que estejam fazendo uso de 5 mg/dia de acido félico como tratamento
e também serdo incluidos individuos saudaveis. O objetivo desta pesquisa é avaliar os efeitos do acido
félico quando administrados como tratamento ou quando consumidos na dieta habitual, uma vez que
desde 2004 as industrias vem fortificando as farinhas de milho e trigo com acido félico para cumprir
uma norma do Brasil.

Se voce aceitar participar da pesquisa, precisaremos do seu consentimento e de amostras de
sangue que serdo coletadas no Ambulatério de Hematologia na Escola Paulista de Medicina —
UNIFESP. Serdo colhidos 40 mL de sangue em jejum de 8 horas para a realizacdo do hemograma,
dosagem de vitaminas (folato e vitamina B12), e testes genéticos (DNA) para verificar a presenca de
alteracBes na expressao de genes, na metilacdo do DNA e na fun¢éo de células do sistema imune. Os
resultados laboratoriais obtidos serdo utilizados para compreender melhor os efeitos desta vitamina no
seu organismo.

O risco desse projeto € minimo. A coleta de sangue podera formar uma mancha roxa
(hematoma) no local da picada da agulha.

Serdo avaliadas as expressdes dos genes B-globina, Interferon-y, TNF-a, Interleucina-8,
MTHFR e DHFR para verificar o efeito do acido folico nestas expressbes. Sera determinada a
guantidade de substancias relacionadas com a resposta imune (citocinas), bem como a quantidade de
vitaminas no organismo. Além disso, sera verificada a presenca de lesdes no DNA e de variacdes
genéticas (estudo de polimorfismos) . A sua amostra de DNA ser4 armazenada no Laboratério de
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Hematologia da FCF/USP, sob minha responsabilidade, e serd mantida em Biorrepositério sem a
identificagdo de seu nome, pois serd utilizado codigo para a identificacdo. Caso a amostra seja utilizada
para pesquisas futuras, novo projeto sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP), e entdo
vocé sera consultado (a) sobre a permisséo do uso deste material.

Vocé ndo recebera qualquer pagamento por sua participacdo, portanto, a sua participacédo
neste estudo é voluntaria. Os resultados dos exames realizados no sangue serdo enviados ao
Ambulatério de Hematologia e serdo colocados no seu prontuario para acompanhamento de seu
médico. Todos os resultados serdo disponibilizados a qualquer momento durante a pesquisa.

Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento do estudo, sem penalidade
ou perda dos beneficios a que vocé tem direito e seu tratamento médico no Ambulatério de Hematologia
nao sera afetado. Caso vocé desista de participar da pesquisa, podera solicitar a retirada de seus dados
genéticos do biorrepositorio no Laboratério de Hematologia da FCF/USP, onde serdo guardados.

Os dados e os resultados obtidos durante a pesquisa serdo confidenciais e somente serdo
revelados a terceiros se vocé autorizar previamente. Sua identidade sera mantida em segredo, quando
os resultados deste estudo forem publicados em artigos de revistas cientificas ou forem apresentados
em temas de aulas e debates.

Os resultados obtidos nessa pesquisa poderdo colaborar no entendimento dos efeitos do
tratamento com acido félico e também da fortificagéo de alimentos na populagéo.

Caso vocé tenha alguma davida em relacédo a esta pesquisa, vocé podera entrar em contato
com a Profa. Elvira M Guerra Shinohara (tel: 3091-3785), ou com o pesquisador Clovis Paniz (tel:
5361-7329 ou 3091-3785), ou com o Dra. Maria Stella Figueiredo (tel: 2176-7268).

Eu, declaro que, apdés bem esclarecido
pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito voluntariamente participar desta
Pesquisa.

Vocé autoriza o armazenamento do DNA para pesquisas futuras?  ---—--- SIM - NAO
Vocé quer saber os resultados dos testes genéticos? - SIM - NAO
Sao Paulo, de de 20 .

Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome legivel)

Assinatura da Testemunha

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 580
Bloco 13 — Cidade Universitaria — CEP: 05508-900 — Sao Paulo — SP - Telefones: 3091-3677 - E-mail:

cepfcf@usp.br ou o

Comité de Etica da Universidade Federal de S&o Paulo, Rua Botucatu, 572 - 1° andar conj 14 — Vila
Mariana — Sdo Paulo — SP - Telefone 5571-1062 / 5539-7162


tel:2176-7268
mailto:cepfcf@usp.br
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Apéndice H. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para coletas na Santa
Casa

Universidade de Sdo Paulo

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo
Projeto de Pesquisa: “Efeitos do acido félico ndo metabolizado sobre a metilacéo global do DNA, a expressdo
de RNAm e a citotoxicidade das células NK em individuos expostos a fortificagdo compulséria com &cido

félico e/ou em uso terapéutico desta vitamina”

Nome:

Doc de ldentidade: Sexo: Data de Nascimento:

Endereco:

N: Apto: Bairro: Cidade: CEP: Telefone:

Duracao da pesquisa: 2 anos

Prezado (a) senhor (a),

Meu nome € Elvira M Guerra Shinohara, sou professora da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, e junto com o aluno de Doutorado Clévis Paniz, estamos
convidando-o (a) a participar do projeto de pesquisa que estamos desenvolvendo em colaboragdo com
a equipe de médicos da Santa Casa de Misericérdia Sdo Paulo.

Nesta pesquisa serdo incluidos pacientes com esferocitose hereditaria ou individuos com traco
talassémico que estejam fazendo uso de 5 mg/dia de acido félico como tratamento e também serdo
incluidos individuos saudaveis. O objetivo desta pesquisa é avaliar os efeitos do acido félico quando
administrados como tratamento ou quando consumidos na dieta habitual, uma vez que desde 2004 as
industrias vem fortificando as farinhas de milho e trigo com acido félico para cumprir uma norma do
Brasil.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, precisaremos do seu consentimento e de amostras de
sangue que serdo coletadas no Ambulatério de Hematologia do Hospital Santa Casa de Misericordia
de S&o Paulo. Serdo colhidos 40 mL de sangue em jejum de 8 horas para a realiza¢cdo do hemograma,
dosagem de vitaminas (folato e vitamina B12), e testes genéticos (DNA) para verificar a presenca de
alteracBes na expressao de genes, na metilacdo do DNA e na fungéo de células do sistema imune. Os
resultados laboratoriais obtidos serdo utilizados para compreender melhor os efeitos desta vitamina no
seu organismo.

O risco desse projeto € minimo. A coleta de sangue poderd formar uma mancha roxa
(hematoma) no local da picada da agulha.

Serdo avaliadas as expressdes dos genes B-globina, Interferon-y, TNF-a, Interleucina-8,
MTHFR e DHFR para verificar o efeito do acido folico nestas expressbes. Sera determinada a
guantidade de substancias relacionadas com a resposta imune (citocinas), bem como a quantidade de
vitaminas no organismo. Além disso, sera verificada a presenca de les6es no DNA e de variagbes
genéticas (estudo de polimorfismos) . A sua amostra de DNA sera armazenada no Laboratério de
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Hematologia da FCF/USP, sob minha responsabilidade, e serd mantida em Biorrepositério sem a
identificagdo de seu nome, pois serd utilizado codigo para a identificacdo. Caso a amostra seja utilizada
para pesquisas futuras, novo projeto sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP), e entéo
vocé sera consultado (a) sobre a permisséo do uso deste material.

Vocé ndo recebera qualquer pagamento por sua participacdo, portanto, a sua participacéo
neste estudo é voluntdria. Os resultados dos exames realizados no sangue serdo enviados ao
Ambulatério de Hematologia e serdo colocados no seu prontuario para acompanhamento de seu
médico. Todos os resultados serdo disponibilizados a qualquer momento durante a pesquisa.

Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento do estudo, sem penalidade
ou perda dos beneficios a que vocé tem direito e seu tratamento médico no Ambulatério de Hematologia
nao sera afetado. Caso vocé desista de participar da pesquisa, podera solicitar a retirada de seus dados
genéticos do biorrepositorio no Laboratério de Hematologia da FCF/USP, onde serdo guardados.

Os dados e os resultados obtidos durante a pesquisa serdo confidenciais e somente serdo
revelados a terceiros se vocé autorizar previamente. Sua identidade sera mantida em segredo, quando
os resultados deste estudo forem publicados em artigos de revistas cientificas ou forem apresentados
em temas de aulas e debates.

Os resultados obtidos nessa pesquisa poderdo colaborar no entendimento dos efeitos do
tratamento com acido félico e também da fortificagéo de alimentos na populagéo.

Caso vocé tenha alguma davida em relacédo a esta pesquisa, vocé podera entrar em contato
com a Profa. Elvira M Guerra Shinohara (tel: 3091-3785), ou com o pesquisador Clovis Paniz (tel:
5361-7329 ou 3091-3785), ou com o Dr. Rodolfo Cancado (tel: 2176-7268).

Eu, declaro que, apdés bem esclarecido
pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito voluntariamente participar desta
Pesquisa.

Vocé autoriza o armazenamento do DNA para pesquisas futuras?  ---—--- SIM - NAO
Vocé quer saber os resultados dos testes genéticos? - SIM - NAO
Sao Paulo, de de 20 .

Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome legivel)

Assinatura da Testemunha

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 580
Bloco 13 — Cidade Universitaria — CEP: 05508-900 — Sao Paulo — SP - Telefones: 3091-3677 - E-mail:
cepfcf@usp.br ou o Comité de Etica da Irmandade da Santa Casa de S&o Paulo, Rua
Santa Isabel, 305 — 4° andar — Santa Cecilia — Sao Paulo — SP — Telefone: 2176-7688.


tel:2176-7268
mailto:cepfcf@usp.br
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Apéndice I. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para controles saudaveis

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Grupo Controle
Projeto de Pesquisa: “Efeitos do &cido folico ndo metabolizado sobre a metilagéo global do DNA, a expressdo
de RNAm e a citotoxicidade das células NK em individuos expostos a fortificagdo compulséria com acido

félico e/ou em uso terapéutico desta vitamina”

Nome:

Doc de ldentidade: Sexo: Data de Nascimento:

Endereco:

N: Apto: Bairro: Cidade: CEP: Telefone:

Duracao da pesquisa: 2 anos

Prezado (a) senhor (a),

Meu nome € Elvira M Guerra Shinohara, sou professora da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, e juntamente com o aluno de Doutorado Cldvis Paniz,
estamos convidando-o (a) a participar do projeto de pesquisa que estamos desenvolvendo em
colaboragdo com a equipe de médicos do Departamento de Hematologia e Oncologia da Escola
Paulista de Medicina na UNIFESP.

Nesta pesquisa serdo incluidos individuos em uso de farinhas fortificadas com acido fdlico
(fortificacdo compulsoria). O objetivo desta pesquisa € avaliar os efeitos do acido folico quando
consumidos na dieta habitual, uma vez que desde 2004 as industrias vem fortificando as farinhas de
milho e trigo com acido félico para cumprir uma norma do Brasil.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, precisaremos do seu consentimento para coletar
amostras de sangue na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP ou na Faculdade de Medicina
da UNIFESP e, além disso, precisaremos que vocé responda a um questionario simples sobre sua
alimentacdo nas dltimas 24h. Este questionario sera repetido mais duas vezes por telefone em dias
posteriores as coletas de sangue.

Em relagéo a coleta de material serédo colhidos 40 mL de sangue em jejum de 8 horas para a
realizacdo do hemograma, dosagem de vitaminas (4cido fdlico, vitamina B12 e B6), e testes genéticos
(DNA e RNA) para verificar a presenca de alteragdes na expressao de genes, na metilagdo do DNA e
na funcdo de células responsaveis pela defesa do organismo (sistema imune). Os resultados
laboratoriais obtidos serdo utilizados para compreender melhor os efeitos do &cido félico no seu
organismo.

O risco desse projeto € minimo. A coleta de sangue podera formar uma mancha roxa
(hematoma) no local da picada da agulha.

Serdo avaliadas as expressfes de alguns genes do seu DNA (B-globina, Interferon-y, TNF-q,
Interleucina-8, MTHFR e DHFR), alterac6es no DNA (metilacdo, lesdes e altera¢gbes de sequéncia —
polimorfismos) para verificar o efeito do acido félico. Sera determinada a quantidade de substancias
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relacionadas com a defesa do organismo (citocinas), bem como a quantidade de vitaminas. A sua
amostra de DNA e sangue serdo armazenadas no Laboratorio de Hematologia da FCF/USP
(biorrepositorio), sob minha responsabilidade, e sera usado cddigo para identificar a amostra. Caso a
amostra seja utilizada para pesquisas futuras, novo projeto sera submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP), e entdo vocé sera consultado (a) sobre a permissao do uso deste material.

Vocé ndo recebera qualquer pagamento por sua participacdo, portanto, a sua participacédo
neste estudo é voluntaria. Os resultados dos exames realizados no sangue poderdo ser retirados no
Laboratorio de Hematologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP (FCF/USP), situado na
Av. Professor Lineu Prestes, 580, Bloco 17, Sala 113. Todos os resultados serdo disponibilizados a
gualguer momento durante a pesquisa.

Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento do estudo sem quaisquer
penalidades. Caso vocé desista de participar da pesquisa, podera solicitar a retirada de seus dados
genéticos do biorrepositorio no Laboratorio de Hematologia da FCF/USP, onde serdo guardados.

Os dados e os resultados obtidos durante a pesquisa serdo confidenciais e somente serdo
revelados a terceiros se vocé autorizar previamente. Sua identidade sera mantida em segredo, quando
os resultados deste estudo forem publicados em artigos de revistas cientificas ou forem apresentados
em temas de aulas e debates.

Os resultados obtidos nessa pesquisa poderdo colaborar no entendimento dos efeitos do
tratamento com acido félico e também da fortificagéo de alimentos na populagéo.

Vocé recebera uma cépia deste termo de consentimento esclarecido (TCLE) e outra copia
assinada por vocé ficard arquivada em nosso laboratério.

Os resultados obtidos nessa pesquisa poderdo colaborar no entendimento dos efeitos da
fortificacdo de alimentos com acido félico na populacéo.

Caso vocé tenha alguma duvida em relacdo a esta pesquisa, vocé podera entrar em contato
com a Profa. Elvira M Guerra Shinohara (tel: 3091-3785) ou com o pesquisador Clévis Paniz (tel: 5361-
7329 ou 3091-3785).

Eu, declaro que, apés bem esclarecido
pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito voluntariamente participar desta
Pesquisa.

Vocé autoriza o armazenamento do DNA para pesquisas futuras?  ---—--- SIM - NAO
Vocé quer saber os resultados dos testes genéticos? - SIM - NAO
Sao Paulo, de de 20 .

Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome legivel)

Assinatura da Testemunha

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 580
Bloco 13 — Cidade Universitaria — CEP: 05508-900 — Sao Paulo — SP - Telefones: 3091-3677 - E-mail:

cepfct@usp.br


mailto:cepfcf@usp.br
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Apéndice J. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para estudo de intervencgéo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “Efeitos do acido félico ndo metabolizado na metilagdo global do DNA, na
expressdo de RNAmM e na citotoxicidade das células NK em individuos expostos a fortificacao
compulséria com acido félico e/ou em uso terapéutico desta vitamina”

Nome:

Doc de ldentidade: Sexo: Data de Nascimento:

Endereco:

N: Apto: Bairro: Cidade: CEP: Telefone:

Duracao da pesquisa: 2 anos

Prezado (a) senhor (a),

Meu nome € Elvira M Guerra Shinohara, sou professora da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, e juntamente com os alunos de Doutorado Clévis Paniz,
Juliano Bertinato, Eduardo De Carli e de mestrado Maylla Rodrigues Lucena, estamos desenvolvendo
um projeto de pesquisa em colaboracéo com a equipe de médicos do Departamento de Hematologia e
Oncologia da Escola Paulista de Medicina na UNIFESP.

Nesta pesquisa estdo sendo estudados pacientes (com esferocitose hereditaria ou individuos
portadores de trago talassémico que estejam fazendo uso de 5 mg/dia de acido félico como tratamento)
e também individuos saudaveis que estdo servindo de controles desta pesquisa.

O objetivo desta pesquisa é avaliar os efeitos do acido félico quando administrados como
tratamento ou quando consumidos na dieta habitual, uma vez que desde 2004 as industrias de
alimentos vem fortificando as farinhas de milho e trigo com acido félico para cumprir uma norma do
Brasil.

Estamos agora numa segunda etapa do projeto onde serdo avaliados os efeitos da ingestéo de
5 mg dia de &cido félico em individuos saudaveis e estamos convidando-o a participar como voluntario
desta etapa.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, precisaremos que:

1. Vocé tome um comprimido diario da vitamina &cido félico 5 mg, o qual sera distribuido
gratuitamente, por um periodo méaximo de 180 dias;

2. Vocé responda a uma entrevista simples sobre habitos alimentares, antes do iniciar o uso de
acido félico e a cada 30 dias durante o tratamento.

3. Vocé autorize coletar amostras de seu sangue antes do iniciar o uso de &cido félico e a cada
30 dias durante o tratamento. Estas coletas serdo realizadas na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, bloco 17. A coleta de sangue serd realizada imediatamente apds o seu
consentimento e assinatura deste termo, por profissionais treinados (farmacéuticos), utilizando
materiais descartaveis.

Serdo colhidos 50 mL de sangue em jejum de 8 horas para a avaliacdo grau de anemia,
presenc¢a ou nao de inflamacéo e infec¢des, dosagens de vitaminas (acido fdlico, vitamina B6 e B12),
ferro e proteinas relacionadas com este mineral e avaliagdo de alteracdes no RNA e sistema
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imunoldgico. Os resultados laboratoriais obtidos serdo utilizados para compreender melhor os efeitos
do acido félico no organismo.

O risco deste estudo é minimo.

A coleta de sangue podera formar um hematoma no local da picada da agulha. Também
esclarecemos que nao existem riscos aos individuos submetidos a ingestao diaria de 5 mg de acido
félico.

Amostra de seu sangue serdo armazenadas no Laboratério de Hematologia da FCF/USP, sob
minha responsabilidade, e sera usado codigo para identificar a amostra. Caso a amostra seja utilizada
para pesquisas futuras, novo projeto sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP), e entéo
vocé sera consultado (a) sobre a permisséo do uso deste material.

Vocé ndo recebera qualquer pagamento por sua participacdo, portanto, a sua participacéo
neste estudo é voluntaria. Os resultados dos exames realizados no sangue poderado ser retirados no
Laboratério de Hematologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP (FCF/USP), situado na
Av. Professor Lineu Prestes, 580, Bloco 17, Sala 113. Todos os resultados serdo disponibilizados a
gualguer momento durante a pesquisa. Sera garantida a indenizacdo diante de eventuais danos
decorrentes da pesquisa.

Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualqguer momento ou retirar 0 seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa sem dano algum, sem quaisquer penalidades e sem
prejuizos pessoais. Caso vocé desista de participar da pesquisa, podera solicitar a retirada de seus
dados e amostras do biorrepositério no Laboratério de Hematologia da FCF/USP, onde serdo
guardados.

Os dados e os resultados obtidos durante a pesquisa serdo confidenciais e somente serdo
revelados a terceiros se vocé autorizar previamente. Sua identidade sera mantida em segredo, quando
os resultados deste estudo forem publicados em artigos de revistas cientificas ou forem apresentados
em temas de aulas e debates.

Os resultados obtidos nessa pesquisa poderdo colaborar no entendimento dos efeitos do
tratamento com acido félico e também da fortificacdo de alimentos na populacéo.

Vocé recebera uma cépia deste termo de consentimento esclarecido (TCLE) e outra copia
assinada por vocé ficara arquivada em nosso laboratério.

Caso vocé tenha alguma davida em relacéo a esta pesquisa, vocé podera entrar em contato
com a Profa. Elvira M Guerra Shinohara (tel: 3091-3785), ou com os pesquisadores Clovis Paniz (tel:
95361-7329 ou 3091-3785) e Juliano Felix Bertinato (tel: 97962-4240 ou 3091-3785), ou com o Dra.
Maria Stella Figueiredo (5576-4240).

Eu, declaro que, apés bem esclarecido
pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito voluntariamente participar desta
Pesquisa.

Sao Paulo, de de 20 .

Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome legivel)

Assinatura da Testemunha

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 580
Bloco 13 — Cidade Universitaria — CEP: 05508-900 — Sao Paulo — SP - Telefones: 3091-3677 - E-mail:

cepfct@usp.br


mailto:cepfcf@usp.br

Apéndice L. Formulario de coleta de dados dos pacientes esferocitose hereditéaria,

individuos B-talassemia heterozig6tica e controlres saudaveis

Questionario

Numero da amostra:

Data da entrevista:

Grupo: ( ) Esferocitose hereditaria
Local da coleta: ( ) Santa Casa

( ) UNIFESP

( YUSP

()

() Traco talassémico beta ( ) Controle

N° do registro:

N° do registro:

N° do registro:

N° do registro:

1. Identificacéo

Nome:

Endereco:

Ponto de referéncia:

Cidade: ( ) Sdo Paulo ( ) Outra: Telefone

E-mail:

Data de nascimento: / / Idade: Geénero: () Masculino () Feminino
Raca declarada: (0) Branca (1) Negra (2) Parda (3) Amarela (4) India

Peso: Kg Altura: cm.

Ocupacéo:

Escolaridade (anos de estudo):
Renda familiar mensal (reais):
NUmero de pessoas que contribuem:
Numero de adultos na casa:

Numero de criangas na casa:

Fumante: ( ) Nao () Sim H& quanto tempo fuma:
Parou de fumar ha anos
Numero de cigarros/dia:
Consumo de bebidas alcodlicas: Quantidade
(2) cerveja
(2) vinho
(3) cachaca
(4) outra
Uso de acido félico: (0) Nao (1) Sim Dose:
Quando tomou pela ultima vez? Data: Dose:
Uso de polivitaminico: (O) Nao (1) Sim  Qual: Data: Dose:
Uso de ferro (sulfato ferroso): (0) Nao (1) Sim Qual: Data: Dose:
Uso de medicamentos: (0) Nao (1) Sim Qual:

Vocé é hipertenso? (0) Ndo (1) Sim
Vocé é diabético? (O)Nado (1) Sim () Tipol ( ) Tipo2 Desde quando?

Vocé tem problema de tireoide: (0) Ndo (1) Sim () Hipotireoidismo () hipertireoidismo

Vocé é doador de sangue: ( ) Sim ( ) Nao Se sim, quando doou pela dltima vez:

Vocé ja recebeu transfuséo sanguinea: (0) Ndo (1) Sim Motivo: ( ) Hemorragia ( ) Cirurgia ()

Vocé teve alguma infec¢do no dltimo ano: (0) Nao (1) Sim
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Apéndice M. Formulérios de coleta de dados dos individuos participantes do estudo

de intervengdo com 5mg/dia de &cido folico

Questionario 1. Data da entrevista: / /

NUmero da amostra:

1. Identificacéo

Nome:
Peso: _ Kg
Consumo de bebidas alcodlicas nos Ultimos 45 dias: Quantidade Frequéncia
(1) cerveja Copos
(2) vinho Copos
(3) cachaca Copos
(4) outra Copos

Fez uso de outra vitamina nos ultimos 45 dias: (0) Ndo (1) Sim Qual:
Vocé doou sangue nos ultimos 45 dias: ( ) Sim ( ) Nao

Vocé teve alguma infeccdo nos ultimos 45 dias: (0) Ndo (1) Sim
Uso de medicamentos (nome, dose, tempo de uso):




169

Questionario 2.
HISTORICO DE PERDAS OU REPOSICAO DE SANGUE

1. Nos ultimos 2 anos, vocé doou sangue alguma vez? (1) sSIM (0) NAO

1.1. Quantas vezes vocé ja doou sangue? (0) Nenhuma (1) uma (2) duas (3) trés (4) quatro (5) cinco

ou +

1.1.1. Quanto tempo faz desde a sua Ultima doagdo de sangue?

2. Nos ultimos 2 anos, vocé recebeu transfuséo de sangue alguma vez? (1) sIM (0)
NAO

2.1. Quantas transfus@es vocé ja recebeu? (0) Nenhuma (1) uma (2) duas (3) trés (4) quatro (5) cinco

ou +

2.1.1. Quanto tempo faz desde a Ultima transfuséo de sangue?

3. Nos ultimos 2 anos, vocé fez sangria alguma vez? (1) SIM (0) NAO

4.1. Quantas vezes vocé ja fez sangria?  (0) Nenhuma (1) uma (2) duas (3) trés (4) quatro (5) cinco

ou +
HISTORICO ALIMENTAR
1. Nos ultimos 6 meses, vocé fez grandes mudancas nos seus habitos alimentares?
(1) SIM (0) NAO
2. Alguma vez vocé ja foi orientado a fazer mudancas nos seus hébitos alimentares?

(0) Nao (1) Sim, motivo:

3. Alguma vez, por conta propria, vocé faz mudancas nos seus héabitos alimentares?

(0) Nao (1) Sim, para emagrecer (2) Sim, reduzir o consumo de carnes (3) Sim, para reducéo
de sal (5) Sim, para redugéo do colesterol (6) Sim, para ganho de peso

() Outro motivo:

3.1. Se sim, quanto tempo faz desde que mudou seus habitos alimentares?

5.2. Que classificacdo vocé d4 para sua dieta atual:

(1) Onivora (consumo produtos de origem animal e vegetal sem restricées)

(2) Ovo-lacto-vegetariana (consumo leite e ovos, mas ndo consumo nenhum tipo de carne ou peixes)
(3) Vegetariana estrita (ndo consumo nenhum produto de origem animal)

(4) Outra:
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Questionario 3.
HISTORICO OBSTETRICO-GINECOLOGICO
1. Quando foi o primeiro dia de sua Gltima menstruagao?
(1) Ha menos de 1 semana  (2) Entre 1 e 2 semanas (3) Entre 3 e 4 semanas

(4) H& mais de 4 semanas (5) Outro:

2. Vocé usa anticoncepcional oral / injetavel / adesivos? (1) SIM (0) NAO

2.1. Se sim, qual? Ha quanto tempo?

3. Vocé usa DIU? (1) SIM (0) NAO

4. Nos ultimo ano, sua menstruacdo se manteve regular (ciclo de 28+7 dias)?
(1) SIM (0) NAO

4.1 Se sim, quantos dias em média dura sua menstruacao?

m @ 6 @ 6 6 O 6

4.2 Durante o periodo da menstruacdo, o fluxo menstrual € mais intenso durante quantos dias?

@m@ @ & @ 6 & O @ ©
5. Numa escala de 1 até 5, onde 1 corresponde a fluxo menstrual pouco intenso e 5 a fluxo

menstrual muito intenso, que intensidade vocé atribui a sua menstruacéo?

m @ & @ 6

6. Vocé ja esteve alguma vez gravida? (0) Nunca (1) uma (2) duas (3) trés (4) quatro (5) cinco ou +

6.1. Se sim, ha quanto tempo?

6.2. Se sim, quantos partos ja teve? (0) Nenhum (1) uma (2) duas (3) trés (4) quatro (5) cinco ou +
Se sim, que tipo de parto: (0) Nao se aplica (1) Normal (2) Ceséria

Tempo desde o Ultimo parto:

Quanto tempo faz desde que parou de amamentar a Ultima vez?
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Apéndice N. Recordatorio de 24 horas

Nome: Sexo Masculino 1
Data nascimento: / / Feminino 2
N° do questionério: Entrevistador:

Data da entrevista: / / Dia da Semana do Recordatério:
Telefones:

Anote bebidas e alimentos (ingredientes de preparacdes) consumidos no dia
anterior e os horéarios. Anote o nome da refeicdo. Nao esqueca das marcas
comerciais, medidas caseiras, utensilios (tipo de colher, copo, prato, etc.).

Alimentos, bebidas Tipo / Forma de

e/ou preparacgdes Preparo Quantidades

Hora | Local | Refeicéo
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- Alimentos, bebidas, Tipo / Forma de .
Hora | Local | Refeicéo e/ou preparaces Preparo Quantidades
O(A) ENTREVISTADO(A) CONSUMIU:
REFRIGERANTE ()SIm ( ) LIGHT/DIET ( ) NORMAL
( )NAO
LEITE ()SIm ( ) INTEGRAL ( ) DESNATADO ( ) SEMIDESN.
( )NAO
SALADA ()SIm DESCREVER O TEMPERO
( )NAO
BEBIDAS ()SIM VERIFICAR SE ADICIONOU ALGO
( ) NAO
AGUA ()SIm
( )NAO

Observacoes:
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ANEXOS

Anexo A. Informacdes para os Membros da Banca Julgadora de Doutorado

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduacéao

Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duragao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca farao a arguicao oral. Cada examinador dispora, no
maximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o tema do
trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada
a arguicao na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessao de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a arguicao por todos os membros da banca, a mesma se reunira
reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovacdo ou reprovacao
do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguigao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na
ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderao ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds- Graduacao:
pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br


mailto:pgfarma@usp.br
mailto:pgfarma@usp.br
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Anexo B. Copia do Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO,

Parecer CEP/FCF/69/2012
’ ] Protocolo CEP/FCF/621
; Ay i * CAAE: 04389512.2.0000.0067

| = Identificacdo:; : _

Projeto de Pesquisa: Efeitos do acido félico ndo metabolizadd na metilagio
Y e global do DNA, na expressdao de RNAm e na

citotoxicidade das células NK em individuos expostos

a fortificagdo compulséria com écido félico e/ou em

frn uso terapéutico desta vitamina

Pesquisador Responsavel: | Profa. Dra. Elvira Maria Guerra Shinohara

Aluno de Pés Graduagao | Clévis Paniz

envolvido:

Instituicio: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP

’

Il — Apresentac¢éo do Projeto | ! -

- O é&cido félico € uma vitamina do complexo B que desempenha importante papel em
diferentes reagSes no organismo. Sua deficiéncia produz diversas complicagbes chinicas,
como anemia, aumento-do risco de cancer coloretal e de doengas cardiovasculares, defeitos
no fechamento do tube neural, entre outros. Porém; com o inicio da fortificagéo de farinhas
de trigo e milho com &cido félico no Brasil, a partir 2004, a populagdo passou a estar
exposta de modo compulsérioc a quantidades desta vitamina. além daquela existente
normalmente nos alimentos. Sabe-se que o &cido félico na sua forma sintética pode néo ser
completamente metabolizado levando ao aparecimento de uma fragdo ndo metabolizada no
organismo. Isso & mais preocupante naqueles individuos que além da fortificacdo fazem uso
terapéutico dessa vitamina, como aqueles com esferocitose hereditéria e traco talassémico

Il - Os objetivos do presente estudo sio: < o

Estudo transversal que tem como objetivo avaliar se concentragdes séricas de &cido folico
néo metabolizado afetam a metilagdo global, a expressdo de RNAm dos genes R-globina,
Interferon-gama, TNF-alfa, Interleucina- 8, MTHFR e DHFR em leucécitos mononucleares e
a citotoxicidade de células NK em 30 pacientes com' esferocitose hereditaria e 100
portadores de traco talassémico R expostos a fortificagio compulséria e em uso de 5 mg/dia
de &cido félico, provenientes dos Ambulatérios de Hematologia da UNIFESP e da Santa
Casa de Misericordia de Sdo Paulo, e da Associagio Brasileira de Talassemia e 260
funcionarios ou voluntérios saudaveis expostos & fortificagdo compulséria, provenientes da
Universidade de S&o Paulo e da UniversidadeFederal de Sdo Paulo.

.1V - Avaliagdo dos Riscos e Beneficios
Testes |aboratorigis a-partir de uma amostra de sangue serdo efetuados em cerca de 390
participantes. Além disso, serd realizada avaliagdo do consumo alimentar, por meio de um
recordatério de 24 horas, aplicado trés vezes, sendo pelo menos um no final de semana, _
adicionado de questionario de propenséo de consumo desenvolvido a partir de questionério
de frequéncia alimentar. A primeira medida sera realizada por entrevista pessoal e as-
demais por telefone. O risco & minimo, representado pela coleta de sangue venosa que

Av, Prof, Lineu Prestes, n® 580, Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05508-800 - 840 Paulo - SP
: Fone / Fax: {11) 3813-5093 - e-mail: cepfcf@usp.br,
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- pode ocasionar mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha. O projeto ndo trara
beneficios imediatos aos individuos saudaveis, mas os pacientes participantes poderéo ter
seu tratamento ajustado as condigdes da fortificagdo mandatéria com acido folico.

!
, V - Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa: i :
Esta prevista a participacio de 640 sujeitos de pesquisa, matriculados nos ambulatérios de
Hematologia da UNIFESP e da Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo, e da Associagéo
Brasileira de Talassemia. Voluntarios saudaveis expostos a fortificagdo compulsoria,
provenientes da Universidade de Sao Paulo e da Universidade Federal de Séo Paulo
‘também serdo recrutados. As amostras de DNA e sangue serdo armazenadas no
Laboratério de Hematologia da FCF/USP (biorrepositério), sob a responsabilidade do
pesquisador, usando codigo para identificar @ amostra. Caso a amostra seja utilizada para
pesquisas futuras, um novo projeto sera submetido ao Comité de Etica em’Pesquisa (CEP),
e o pesquisador se compromete a consultar o sujeito da pesquisa sobre a permissdo do uso
do material. Nao havera envio de material biolégico para o exterior.

VI - Situagio do Protocolo: APROVADO em reunido de 24 de setembro de 2012.

Cabe ao pesquisador responsavel: i P
» Comunicar ao CEP: ¥iys ] :
= A ocorréncia de efeitos colaterais e ou de reagdes n&o esperadas, o3 :
= Eventuais modificagdes no projeto aguardando a apreciagdo e aprovagéo do
CEP; 3 T -
= A interrupgdo do projeto; . > 2
» Rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —
" _TCLE, apondo sua assinatura na ultima pégina do referido termo. Da mesma
forma, o sujeito de pesquisa ou seu representante legal; - /
» Apresentar relatérios parcial e final (modelo do CEP)

A

s

Sé#o Paulo, 25 de setembro de 2012.

W

G M5

~ Profa, Dra. tina Helena dos Reis Serra
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP/FCF/USP 3

i3

#

v, Prof. Linel Prestes, n* 880, Bioco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 06606-900 - S30 Paulo - SP
Fone | Fax: (11) 3813-5093 - e-mail: cepfcf@usp.br 4 i

a , FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
: ' ‘Comité de Etica em Pesquisa - CEP

§
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Anexo C. Copia do Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Sdo Paulo

lataforma Brasil - Ministério da Saude

Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP/ Hospital Sao Paulo

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Efeitos do acido félico ndo metabolizado na metilagao global do DNA, na expressdo de RNAm
e na citotoxicidade das células NK em individuos expostos a fortificagdo compulséria com
4cido félico e/ou em uso terapéutico desta vitamina

Area Tematica:
Pesquisador:Elvira Maria Guerra Shinohara Versao: 1

Instituicao: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da CAAE:04389512.2.0000.0067
Universidade de Sao Paulo

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicao Coparticipante

Numero do Parecer: 72905
Data da Relatoria: 06/07/2012

Apresentacao do Projeto:

O acido félico € uma vitamina do complexo B que desempenha importante papel em diferentes reagoes no
organismo. Sua deficiéncia produz diversas complicagoes clinicas, como anemia, aumento do risco de cancer
coloretal e de doengas cardiovasculares, defeitos no fechamento do tubo neural, entre outros. Porém, com o
inicio da fortificagao de farinhas de trigo e milho com acido félico no Brasil, a partir 2004, a populagao passou a
estar exposta de modo compulsério a quantidades desta vitamina além daquela existente normalmente nos
alimentos. Sabe-se que o acido félico na sua forma sintética pode ndao ser completamente metabolizado
levando ao aparecimento de uma fragao nao metabolizada no organismo. Isso € mais preocupante naqueles
individuos que além da fortificagdo fazem uso terapéutico dessa vitamina, como aqueles com esferocitose
hereditaria e traco

talassémico B. Assim, o objetivo deste estudo sera avaliar se concentragoes séricas de acido félico nao
metabolizado afetam a metilagao global, a expressao de RNAm dos genes B-globina, Interferon-gama, TNF-
alfa, Interleucina-8, MTHFR e DHFR em leucécitos mononucleares e a citotoxicidade de células NK em 30
pacientes com esferocitose hereditaria e 100 portadores de trago talassémico B expostos a fortificacao
compulséria e em uso de 5 mg/dia de acido félico, provenientes dos Ambulatérios de Hematologia da UNIFESP
e da Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo, e da Associagao Brasileira de Talassemia e 260 funcionarios
ou voluntarios saudaveis expostos a fortificagdo compulsoria, provenientes da Universidade de Sao Paulo e da
Universidade Federal de Sao Paulo.Serao incluidos 250 idosos com mais de 80 anos,acompanhados no
Laboratorio de Longevos da Disciplina de Geriatria e Gerontologia da UNIFESP, sendo utilizadas amostras
armazenadas a -80°C.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar se concentragoes séricas de acido félico nao metabolizado afetam a metilagao global, a expressao de
RNAm de genes (B-globina, Interferongama, TNF-alfa, Interleucina-8, MTHFR e DHFR) em leucécitos
mononucleares, a citotoxicidade e o nimero de células NK em individuos saudaveis expostos a fortificagcao
compulséria com acido félico e em portadores de esferocitose hereditaria e trago talassémico B em uso
terapéutico desta

vitamina e fortificagdo compulsoéria.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Risco minimo, envolvendo coleta de sangue.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Estudo desenvolvido por pesquisadora da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo, tendo como co-participante UNIFESP e Santa Casa de Misericordia. Apresenta carta de concordancia
com o estudo, de varios pesquisadores envolvidos, bem como carta de autorizagao da



177

Disciplina de Hematologia da UNIFESP e da Santa Casa de Misericordia. Apresenta o instrumento de coleta de
dados e descreve os procedimentos do estudo e parametros a serem analisados. Apresenta

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Apresenta folha de rosto da Instituicao proponente. Apresenta TCLE para ser aplicado na UNIFESP, tanto para
pacientes como para grupo controle.

Recomendacgoes:

1. Aguardamos o parecer do CEP da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

2. Apresenta autorizagao da Hematologia da UNIFESP para inclusdo dos pacientes. Devera apresentar
autorizacao da UNIFESP para inclusao dos individuos do grupo controle, uma vez que serao incluidos
funcionarios e alunos.

3. Havera utilizacao de material estocado coletados de projeto de 2009, com longevos, pela Disciplina de
Geriatria e Gerontologia da UNIFESP. Apresenta carta de colaboragao da pesquisadora responsavel pelo
estudo, no entanto, solicitamos carta autorizando a utilizagao do material estocado, na pesquisa atual.
4.0s pacientes cujas amostras estao estocadas, deverao ser contactados para obtengcao de novo termo de
consentimento, ou na impossibilidade de novo contato, apresentar justificativa.

5. Acrescentar ao TCLE os procedimentos nutricionais

6. Anexar ao projeto os formularios que serao utilizados no projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O projeto s6 podera ser iniciado ap6s aprovacap da Instituicao Proponente, acatando as recomendagoes deste
comité.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

O colegiado acatou o parecer do relator

SAO PAULO, 13 de Agosto de 2012

Assinado por:
José Osmar Medina Pestana
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Anexo D. Copia do Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da

Irmandade Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo

IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE SAO »--@Wm‘ iy
PAULO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeitos do acido folico ndo metabolizado na metilagcdo global do DNA, na expressao de
RNAm e na citotoxicidade das células NK em individuos expostos a fortificacao
compulséria com acido félico e/ou em uso terapéutico desta vitamina

Pesquisador: Elvira Maria Guerra Shinohara

Area Tematica: Area 9. A critério do CEP.

Versao: 2

CAAE: 04389512.2.0000.0067

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 230.882
Data da Relatoria: 27/02/2013

Apresentacao do Projeto:

O acido foélico, uma vitamina do complexo B, comecgou a ser suplementada no Brasil através da fortificagao
de farinhas a partir de 2004. A populagao passou a estar exposta ao acido folico e a uma fragao nao
metabolizada desta vitamina. O presente projeto visa entender como a fortificagdo compulséria pode atuar
em individuos que recebem terapeuticamente o &cido félico.

Objetivo da Pesquisa:
Contribuir para o melhor entendimento do metabolismo do folato e compreender os riscos associados a
fortificag@o dos alimentos e terapéutica com acido félico.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Risco minimo envolvendo a coleta de sangue.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Estudo desenvolvido por pesquisadora da F.C.Farmacéuticas da USP tendo a ISCMSP e a UNIFESP como
co-participantes

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Os termos de apresentagao obrigaréria estao de acordo com as normas; porém, é necessario apresentar o
Formulario de Autorizagdo da ISCMSP.

Endereco: SANTA ISABEL

Bairro: VILA BUARQUE CEP: 01.221-010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2176-7689 Fax: (11)2176-7688 E-mail: eticamedbernadete@santacasasp.org.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE SAO “GR8rasl o'
PAULO

Recomendacoes:
E necesséario anexar o formulario de autorizagdes da ISCMSP constando o nome do pesquisador
responsavel pelo projeto na Santa Casa de Sao Paulo.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoées:
O projeto s6 podera ser iniciado acatando as recomendagoes deste Comité.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

SAO PAULO, 27 de Margo de 2013

Assinador por:
Maria Helena Vianello Richtzenhain
(Coordenador)

Endereco: SANTA ISABEL

Bairro: VILA BUARQUE CEP: 01.221-010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2176-7689 Fax: (11)2176-7688 E-mail: eticamedbernadete@santacasasp.org.br
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Anexo E. Cépia do Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo relativo ao

adendo com o estudo de intervencgao

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeitos do 4cido f6lico nio metabolizado na metilagéio global do
DNA, na expressdo de RNAm e na citotoxicidade das células NK em individuos
expostos a fortificagio compulséria com 4cido folico efou em uso terapéutico desta
vitamina

Pesquisador: Profa. Dra. Elvira Maria Guerra Shinohara

Instituiciio Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmaciuticas da USP

Data da Reuniio: 28/07/2014

Apresentagio do Projeto:

A pesquisadora solicita a incluséo de 30 individuos saudaveis como
participantes da pesquisa ao projeto intitulado “Efeitos do 4cido félico ndo
metabolizado na metilagdo global do DNA, na expressdo de RNAm e na citotoxicidade
das células NK em individuos expostos a fortificagio compulséria com 4cido folico e/ou
em uso terapeutico desta vitamina”, aprovado por este CEP em 25/09/2012 (parecer
nimero 69/2012; CAAE 04389512.2.000.0067). Este grupo serd submetido
intervengdo com um comprimido de 5mg de 4cido folico/dia, por um periodo maximo
de seis meses.

A justificativa para a incluséo deste grupo baseia-se na tentativa de confirmar os
achados obtidos até o presente momento com a pesquisa, na qual foi verificado aumento
da expressdo da dihidrofolato redutase em pacientes com esferocitose hereditaria e com
maiores concentragdes de acido folico circulante. Este achado, embora sugestivo da
acdo do 4cido folico nesta maior expressio génica, ndo ¢ suficientemente forte para
validar e/ou confirmar o efeito do excesso da vitamina nestes individuos, uma vez que
este aumento de expressdo poderia de alguma forma estar relacionado com a propria
condicdo hematol6gica destes individuos, que apresentam uma eritropoese aumentada.
Desta forma, para confirmar este achado inédito na literatura cientifica, seria necessdrio
analisar esses efeitos em individuos saudaveis submetidos a concentragdes aumentadas
de 4cido folico.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar se as concentrages séricas de cido f6lico nio metabolizado afetam a
metilagdo global e a formagfio de adutos do DNA, a expressdo de RNAm dos genes da
B-globina, interferon-y, TNF-o, interleucina-8, MTHFR e DHFR em leucécitos
mononucleares, a citotoxicidade e o nfmero de células NK em individuos
aparentemente saudaveis expostos a fortificagdo compulséria com écido félico, e em
pacientes com esferocitose hereditéria e individuos portadores de fB-talassemia menor
em uso terapéutico desta vitamina e também sob fortificaglio compulséria.

Avaliacie dos Riscos;
Os voluntdrios saudaveis serfio recrutados na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, tomando as devidas precaucdes para nio criar constrangimento

Av. Prof. Lineu Prestes, n° 580, Bloco 13 - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - S50 Pauio - SP
Fone: (011) 3091-3622 — cepicf@usp.br
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Ou coagdo sobre os participantes. Serd realizada uma coleta de sangue anterior a
primeira administraggo de acido folico e a cada 30 dias apds o inicio da intervengdo por
um periodo méximo de seis meses. Nos dias de coleta serio coletados cerca de 50 mL
de sangue em jejum de 8 horas para a realizago de: hemograma, contagem de
reticulécitos, atividade de lactato desidrogenase, proteina C reativa ultrassensivel,
ensaios de expressdo génica, analise de citotoxicidade de células NK, avaliagdo de
estresse oxidativo, além da determinagdo da atividade da dihidrofolato redutase. O risco
desse projeto é minimo. A coleta de sangue poderd formar uma mancha roxa
(hematoma) no local da picada da agutha. A pesquisadora anexa carta da Dra. Maria
Stella Figueiredo, Professora Associada da Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da
UNIFESP, esclarecendo que a dosagem proposta de 4cido folico a ser administrada
neste grupo de participantes da pesquisa no traz efeitos indesejaveis aos individuos.

Comentirios e Consideragées sobre a Pesquisa:
A pesquisa € importante, pois podera fornecer dados sobre 0S mecanismos e
efeitos do 4cido folico em individuos expostos.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

A pesquisadora responsavel apresenta novo TCLE para este grupo de
participantes da pesquisa. O TCLE encontra-se sob a forma de convite, estd em
linguagem acessivel ao participante e contempla todos os requisitos descritos na
Resolugdo 466/12.

Recomendagbes:
Recomenda-se a aprovagéio do adendo da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Nio ha.

Situag¢do do Parecer:
Aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Este CEP entende que o adendo pode ser aprovado.

S@o Paulo, 30 de julho de 2014.

‘/ab‘fw /",/—
Prof. Dr. Mauridio Yonamine

Coordenador do CEP/FCF/USP

Av. Prof, Lineu Prestes, n° 580, Bloco 13 - Cidade Universitéria - CEP 05508-900 - S0 Paulo - SP
Fone: (011) 3091-3622 cepfef@usp.br
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Anexo F. Ficha do Aluno
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 -7913964/1 - Clovis Paniz
Email:

Data de Nascimento:

Cédula de Identidade:

Local de Nascimento:
Nacionalidade:

clovis.paniz@usp.br
21/06/1979

RG- 1057941898 - RS
Estado do Rio Grande do Sul
Brasileira

Graduagao: Farmacéutico Bioquimico - Universidade Federal de Santa Maria - Rio
Grande do Sul - Brasil - 2002

Mestrado: Mestre em Bioquimica Toxicolégica (1) - Universidade Federal de Santa
Maria - Rio Grande do Sul - Brasil - 2007

Curso: Doutorado

Programa: Farmacia (Analises Clinicas)

Area: Analises Clinicas

Data de Matricula: 02/02/2012

Inicio da Contagem de Prazo: 02/02/2012

Data Limite para o Depésito: 02/02/2016

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovagao no Exame de

Qualificagao:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacao da

Banca:
Data de Aprovagao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

Prof(a). Dr(a). Elvira Maria Guerra Shinohara - 02/02/2012 até o presente.

Email: emguerra@usp .br

Inglés, Aprovado em 02/02/2012

Aprovado em 27/03/2014

Primeira Matricula em 02/02/2012

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduacdo USP (Resolugcdo n®5473 em vigor de 18/09/2008 até

19/04/2013).

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 13/07/2015

Impresso em: 03/10/2015 16:24:58
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 -7913964/1 - Clovis Paniz

FBC5793-

1012 Topicos em Analises Clinicas | 06/03/2012
_ Preparagéo Pedagdgica PAE
EDM®102" (Faculdade de Educagdo- 15/03/2012

Universidade de S&do Paulo)

Toépicos Avancados em Imunologia
BMI5841- Fundamental (Instituto de Ciéncias

53  Biomédicas - Universidade de Sao 01042012
Paulo)
Mecanismos das Interacées
Patoldgicas entre Células Endoteliais,
FB%?Z 2% Elementos Circulantes e sua 11/06/2012
Importancia em Processos Vaso-
Oclusivos
FBC5771- Bioinformatica Aplicada as Andlises
n Clinicas 10/07/2012
FBC5734- Aplicagdes da Citometria de Fluxo
21 em Modelos Experimentais 06/08/2012
FBC5709- Biologia Molecular em Andlises
51 Clinicas 1ama/a012
FBC5736- Alteragdes Bioquimicas e
212 Moleculares nas Anemias 14/08/2012
FBCoT®" Tepicos em Analises Clinicas I 14/08/2012
Citogendmica | (Faculdade de
MPT®79% Medicina - Universidade de Sao 19/09/2012
Paulo)
FBC‘;‘Z 05 Topicos em Microscopia Quantitativa 03/12/2012
FBC5755- Processos Envolvidos na Regulagédo 01/04/2013
113 da Hematopoese
FBC5780- Andlise de Dados Aplicados as 20/05/2013

21 Pesquisas Bioldgicas

Organizagdo do Genoma Humano
BIO{SZ&" (Instituto de Biociéncias - 02/08/2013
Universidade de Sao Paulo)

FBC5733- Ciéncias Farmacéuticas na

3/2 Educacgéo em Saude 07/10/2013

26/06/2012

25/04/2012

20/05/2012

01/07/2012

23/07/2012

12/08/2012

16/09/2012
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Disciplinas: 43
Estagios:
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Observagées:
1) Curso com validade nacional, de acordo com o disposto na Portaria n® 2878, de 26.08.2005..

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T
- Transferéncia.
Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 13/07/2015
Impresso em: 03/10/2015 16:24:58
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Anexo G. Curriculo Lattes

Dados pessoais

Nome
Nascimento
CPF

Clovis Paniz
21/06/1979 - ll6polis/RS - Brasil
932.480.160-00

Formacgé&o académica/titulagao

2012

2005 - 2007

2004 - 2005

1998 - 2002

Doutorado em Ciéncias (Analises Clinicas).

Universidade de S&o Paulo, USP, S&o Paulo, Brasil

Titulo: Efeitos do acido folico ndo metabolizado na metilacdo global do DNA, na
expressdo de RNAm e na citotoxicidade das células NK em individuos expostos a
fortificagdo compulséria com &cido félico e/ou em uso terapéutico desta vitamina
Orientador: Elvira Maria Guerra Shinohara

Mestrado em Bioquimica Toxicologica.

Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Santa Maria, Brasil

Titulo: Avaliagdo do estado micronutricional e de estresse oxidativo em idosos, Ano
de obtencao: 2007

Orientador: Solange Cristina Garcia

Especializacdo em Laboratério Clinico II.

Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Santa Maria, Brasil

Titulo: Fisiopatologia da deficiéncia de vitamina B12 e o seu diagnéstico laboratorial
Orientador: Solange Cristina Garcia

Graduacdo em Farmécia Analises Clinicas.
Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Santa Maria, Brasil

Formacdo complementar

2013 - 2013

2008 - 2008

2008 - 2008

2006 - 2006

2005 - 2005

2004 - 2004

2003 - 2004

Curso de curta duragdo em Analise de dados utilizando o SPSS.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragédo em Biologia Molecular.
Portal Farmacia e Portal Educacéo, PFPE, Brasil

Curso de curta duragéo em Citologia Clinica.
Portal Farmacia e Portal Educacéo, PFPE, Brasil

Curso de curta duragdo em Curso de Metodologia do Ensino.
Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Santa Maria, Brasil

Curso de curta duragdo em Hematologia Geral.
Conselho Regional de Farmécia do Estado de Mato Grosso do Sul, CRF/MS, Brasil,
Ano de obtenc¢éo: 2005

Curso de curta duragdo em Imunohematologia Eritrocitaria.
Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Santa Maria, Brasil, Ano de obtencéo:
2004

Curso de curta duragédo em Curso de Docéncia Em Ensino Superior.
Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Santa Maria, Brasil, Ano de obtencéo:
2004
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2002 - 2002 Curso de curta duragdo em Técnicas p/ coleta de secrecdes do Sistema TELELAB.
Ministério da Saude, MS, Brasilia, Brasil

2002 - 2002 Monitor de Hematologia Clinica.
Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Santa Maria, Brasil

2002 - 2002 Extensédo universitaria em Curso de extensao em Linguas Estrangeiras.
Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Santa Maria, Brasil, Ano de obtenc&o:

2002

Atuacéao profissional

1. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo institucional

2012 - Atual Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: estudante de
doutorado , Carga horaria: 40h, Regime: Integral
2. Universidade Federal de Santa Maria - UFSM

Vinculo institucional

2004 - Atual

2009 - 2010

2002 - 2004

2002 - 2004

1999 - 2002

1998 - 1999

Atividades

01/2004 - Atual

Vinculo: Servidor publico, Enquadramento funcional: Farmacéutico-
Bioquimico, Carga horéria: 40h, Regime: Integral

Vinculo: Servidor publico, Enquadramento funcional: Professor
substituto, Carga horéaria: 20h, Regime: Parcial

Vinculo: Servidor publico, Enquadramento funcional: Técnico de
laboratério de andlises clinicas, Carga horéaria: 40h, Regime: Integral
Vinculo: Servidor publico, Enquadramento funcional: Professor
substituto, Carga horéaria: 20h, Regime: Parcial

Vinculo: Bolsista, Enquadramento funcional: Bolsista, Carga horaria:
20h, Regime: Parcial

Vinculo: Estagiario Voluntario, Enquadramento funcional: Estagiério
Voluntério, Carga horéaria: 16h, Regime: Parcial

Servigo Técnico Especializado, Hospital Universitario, Laboratério do
Hospital Universitario de Santa Maria

11/2002 - 11/2004 Graduacéo, Farmécia Analises Clinicas

01/2002 - 02/2002 Estagio, Centro de Ciéncias da Salde, Banco de Sangue

12/1998 - 09/1999 Estégio, Centro de Ciéncias da Saude, Hospital Universitario de Santa

Maria
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3. Base Aérea de Santa Maria - BASM
Vinculo institucional
2002 - 2002 Vinculo: Estagiario Voluntario, Enquadramento funcional: Estagiario
voluntério, Carga horéria: 8h, Regime: Parcial
Atividades

04/2002 - 08/2002 Estagio, Hospital da Base Aérea, Laboratério de Analises Clinicas

4. Cooperativa Educacional de Professores de Santa Maria - CEPSM
Vinculo institucional
2007 - 2010 Vinculo: Professor horista , Enquadramento funcional: Professor
horista , Carga horéria: 15, Regime: Parcial
Atividades

11/2007 - Atual  Aperfeicoamento

5. Universidade Regional Integrada - Campus Erechim - URI - ERECHIM
Vinculo institucional

2008 - 2008 Vinculo: Professor vistante , Enquadramento funcional: Professor
visitante, Regime: Parcial

6. Universidade Regional Integrada - Campus Santo Angelo - URI - S. ANGELO
Vinculo institucional

2010 - 2010 Vinculo: Professor vistante , Enquadramento funcional: Professor
visitante, Regime: Parcial

Producéo

Producéao bibliogréfica
Artigos completos publicados em periddicos

1. NASCIMENTO, S., CHARAO, M., MORO, A., ROEHRS, M., PANIZ, Clévis, BAIERLE, M.,
BRUCKER, N., GIODA, A, JR., F., BOHRER, D., AVILA, D., GARCIA, S. Evaluation of Toxic Metals
and Essential Elements in Children with Learning Disabilities from a Rural Area of Southern Brazil.
International Journal of Environmental Research and Public Health. , v.11, p.10806 - 10823, 2014.

2. GARCIA, S.C., GROTTO, D., BULCAO, R. P., MORO, A., ROEHRS, M, VALENTINI, J, PANIZ,
Clovis, DE FREITAS, F. A., BUBOLS, G.B., CHARAO, M. Evaluation of lipid damage related to
pathological and physiological conditions. Drug and Chemical Toxicology (New York, N.Y. 1978). , v.36,
p.306 - 312, 2013.
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3. VICENTINI, J. T., VALENTINI, J., GROTTO, D., PANIZ, Cldvis, ROEHRS, M., BRUCKER, N.,
CHARAO, M. F., MORO, A. M., TONELO, R., MOREIRA, A. P. L., BUFFON, A., BECK, M., GARCIA,
S. C. Association Among Microalbuminuria and Oxidative Stress Biomarkers in Patients With Type 2
Diabetes. Journal of Investigative Medicine. v.1, p.1 -, 2011.

4. ROEHRS, M., VALENTINI, J., PANIZ, Clévis, MORO, Angela Maria, MORO, A. M., CHARAO, M. F.,
BULCAO, R. P., FREITAS, F. A., BRUCKER, N., DUARTE, M., LEAL, M.B., BURG, G., GRUNE, T.,
GARCIA, S. C. The relationships between exogenous and endogenous antioxidants with the lipid profile
and oxidative damage in hemodialysis patients. BMC Nephrology. v.12, p.59 -, 2011.

5. BAIERLE, M., VALENTINI, J., PANIZ, Clévis, MORO, A. M., BARBOSA JUNIOR, F., GARCIA, S. C.
Possiveis efeitos do cobre sanguineo sobre parametros hematoldgicos em idosas. Jornal Brasileiro de
Patologia e Medicina Laboratorial (Impresso), v.46, p.463 - 470, 2010.

6. BULCAO, R. P., ARBO, M. D., ROEHRS, M., PANIZ, Cl6vis, SERVI, F. L., THIESEN, F. V., LEAL,
M. B., GARCIA, S. C. Procaina: efeitos farmacologicos e toxicolégicos. Revista de Ciéncias
Farmacéuticas Basica e Aplicada, v.32, p.297 - 303, 2010.

7. GROTTO, D., MARIA, L. S., VALENTINI, J., PANIZ, Clévis, SCHMITT, G., POMBLUM, V. J,,
ROCHA, J. B. T., FARINA, M. Importance of the lipid peroxidation biomarkers and methodological
aspects FOR malondialdehyde quantification. Quimica Nova (Impresso). v.32, p.169 - 174, 2009.

8. GARCIA, S. C., WYSE, A. T. S., VALENTINI, J., ROEHRS, M., MORO, A. M., PANIZ, Clovis,
SCHMITT, G, GROTTO, D., POMBLUM, V. J. Butyrylcholinesterase activity is reduced in haemodialysis
patients: is there association with hyperhomocysteinemia and/or oxidative stress?. Clinical
Biochemistry, v.41, p.474 - 479, 2008.

9. FARIAS, I. L. G., COLPO, E., PANIZ, Clovis, ALVES, T. P., DANIELI, G. L., SILVA, J. EP., GARCIA,
S. C. Comprimidos mastigaveis de ferro carbonila como alternativa para melhor adeséo ao tratamento
da anemia ferropriva: andlise de dois estudos. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. v.30,
p.496 - 497, 2008.

10. VALENTINI, J., GROTTO, D., ROEHRS, M., PANIZ, Clévis, BURG, G., GARCIA, S. C. The
influence of the hemodialysis treatment time under oxidative stress biomarkers in chronic renal failure
patients. Biomedicine & Pharmacotherapy, v.62, p.378 - 382, 2008.

11. GROTTO, D., VALENTINI, J., BOEIRA, S. P., PANIZ, Clovis, MARIA, L. D. S., VICENTINI, J. T.,
MORO, A. M., CHARAO, M. F., GARCIA, S. C., CARDOSO, S. G. Avaliacdo da estabilidade do
marcador plasmatico do estresse oxidativo - malondialdeido. Quimica Nova. v.31, p.275 - 279, 2007.

12. PANIZ, Clévis, BAIRROS, A. V., VALENTINI, J., CHARAO, M. F., BULCAO, R. P., MORO, A. M.,
GRUNE, T., GARCIA, S. C. The influence of the serum vitamin C levels on oxidative stress biomarkers
in elderly women. Clinical Biochemistry. , v.40, p.1367 - 1372, 2007.

13. SCHMITT, G, PANIZ, Clévis, GROTTO, D., VALENTINI, J., SCHOTT, K. L., POMBLUM, V. J.,
GARCIA, S. C. Aspectos gerais e diagnéstico clinicolaboratorial da intoxicagdo por paraquat. Jornal
Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial. v.42, p.235 - 243, 2006.

14. PANIZ, Clbvis, GROTTO, D., SCHMITT, G, VALENTINI, J., SCHOTT, K. L., POMBLUM, V. J.,
GARCIA, S. C. Fisiopatologia da deficiéncia de vitamina B12 e o seu diagndstico laboratorial. Jornal
Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial. v.41, p.323 - 334, 2005.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. BERTANHA, M. L. G., LUCENA, M., PANIZ, CLOVIS, SHINOHARA, E. M. G. Associacdo entre
polimorfismos em genes de enzimas chaves do metabolismo da homocisteina e concentracdes de
folato em individuos submetidos a suplementacdo e fortificagdo com acido fdlico In: Simpdsio
Internacional de Iniciagcao Cientifica da USP, 2014, Sdo Paulo. Anais do Simpdsio Internacional de
Iniciagao Cientifica da USP, 2014.
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2. PANIZ, CLOVIS, LUCENA, M., BERTINATO, J. F., Amorim, P. M. S., FIGUEIREDO, M. S., SONATI,
M. F., BLAIA-DAVILA, V. L., CANCADO, R. D., DOMINGOS, C. B., SHINOHARA, E. M. G. B Vitamin
levels and mRNA expression of DHFR in patients with different degrees of erythropoesis In: Congresso
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2014, Florianépolis. Anais do Congresso
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular 2014, 2014.

3. LUCENA, M., PANIZ, CLOVIS, BERTINATO, J. F., Amorim, P. M. S., COSTA, P. L. B., BERTANHA,
M. L. G., FIGUEIREDO, M. S., SHINOHARA, E. M. G. Deletion of 19bp in DHFR gene was not
associated with alteration on DHFR mRNA expression In: Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular, 2014, Florianépolis. Anais do Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular 2014. 2014.

4. PANIZ, CLOVIS, LUCENA, M., BERTINATO, J. F.,, AMORIM, P. M. S. , GOMES, G. W.,
FIGUEIREDO, M. S., GREEN, R., CANCADO, R. D., DOMINGOS, C. B., BLAIA-DAVILA, V. L.,
CLIQUET, M., SHINOHARA, E. M. G. Elevated Serum Folic Acid Concentrations Were Associated with
Higher mRNA Expression of DHFR Gene in Patients with Hereditary Spherocytosis In: 56th ASH Annual
Meeting & Exposition, 2014, San Francisco, CA. 2014 ASH Annual Meeting Abstracts. 2014.

5. LUCENA, M., PANIZ, Clovis, BERTINATO, J. F., Amorim, P. M. S. , JORGE, T. R., FIGUEIREDO,
M. S., CANCADO, R. D., SONATI, M. F., SANTOS, M. N. N., BLAIA-DAVILA, V. L., SHINOHARA, E.
M. G. No Association Was Found Between MTHFR and MTHFD1 SNPs and Vitamin Levels in People
with Increased and Normal Erythropoiesis, after Compulsory Flour Fortification with Folic Acid In: 56th
ASH Annual Meeting & Exposition, 2014, San Francisco. Blood Journal. , 2014. v.124.

6. CARVALHO, J. A. M., BOCHI, G. V., TATSCH, E., PANIZ, Clovis, MORESCO, R. N. Avaliagédo dos
niveis dos produtos proteicos da oxidacao avancada (AOPP) no liquido pleural e sua associacdo com
a contagem de células (CL) In: 47° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica / Medicina Laboratorial,
2013, S&o Paulo. Anais do 47° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica/ Medicina Laboratorial.
2013.

7. SAUER, E., MORO, A. M., GAUER, B., BRUCKER, N., CHARAO, M. F., PANIZ, Cldvis, ROEHRS,
M., GARCIA, S. C. Parametros hematoldgicos em trabalhadores expostos ao benzeno In: VI Congresso
Internacional de Biondlises, IX Congresso Sulbrasileiro de Biomedicina e XllI Semana Gaucha de
Biomedicina, 2013, Novo Hamburgo. Anais do VI Congresso Internacional de Biondlises, IX
Congresso Sulbrasileiro de Biomedicina e Xlll Semana Gaucha de Biomedicina. 2013.

8. BULCAO, R. P., MORO, A. M., PANIZ, Clévis, BAIRROS, A. V., MORESCO, R. N., BARBOSA
JUNIOR, F., GARCIA, S. C. Alterations in hematologic, hepatic and cardiac parameters in painters
exposed to metals In: Ill Congresso Internacional de Bioanalises, VI Congresso Sul-Brasileiro de
Biomedicina, X Semana Gaucha de Biomedicina, 2010, Novo Hamburgo. Anais do Il Congresso
Internacional de Bioanalises, VI Congresso Sul-Brasileiro de Biomedicina, X Semana Galuchade
Biomedicina. 2010.

9. FREITAS, F. A, ROEHRS, M., PANIZ, Clévis, ALMEIDA, F. L., MORO, A. M., BAIRROS, A. V.,
CHARAO, M. F., TONELO, R., GARCIA, S. C. Atividade da delta aminolevulinato desidratase
sanguiena em pacientes com infarto agudo do miocardio In: 14° FARMAPOLIS - XIlI Congresso
Catarinense de Farmacéuticos e Bioquimicos, 2009, Floriandpolis. Anais do 14° FARMAPOLIS. 2009.
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