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RESUMO
A anemia falciforme (AF) resulta de uma mutacido no gene HBB, que codifica a cadeia de B-
globina. Essa alteracdo ocasiona a falcizacdo de hemacias e altera seu comportamento,
dificultando o fluxo sanguineo e a oxigena¢ao dos tecidos. Essa mutacao provoca a substitui¢ao
de um &cido glutamico por uma valina na proteina, resultando na formacao da Hb S. Essa
mutagdo provoca a substituicdo de um acido glutdmico por uma valina na proteina, resultando
na formagdo da Hb S. A partir de exames clinicos € possivel obter um espectro de suas
principais complicacdes, e definir tratamentos especializados. As crises de dores enfrentadas
por esses individuos, ¢ o principal sintoma da doenga, consequéncia da vaso-oclusdo. A
investigacdo da expressdo génica das vias envolvidas na inflama¢do, pode propor novos
medicamentos, j4 que os tratamentos convencionais para AF apresentam complicagdes. O
sistema endocanabindide (ECS) e a via inflamatoria PTGS2 apresentam papéis relevantes na
modulacdo da dor e inflamagdo. O objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente a
expressao do gene PTGER4, da via inflamatoria PTGS?2, e os receptores endocanabinodides
CNR1 e CNR2 em individuos do grupo controle e individuos com AF pela técnica de RT-qPCR.
Foi realizado o método Delta-Delta Ct para calcular a expressao génica relativa. Posteriormente,
esses dados foram utilizados para avaliagdo da normalidade das distribui¢des pelo teste de
Shapiro-Wilk e homoscedasticidade (7este de Levene). Os resultados demonstraram nao haver
diferenca estatistica entre a expressdo do gene e o genétipo avaliado. Uma hipodtese para
explicar o fato, pode estar associada ao uso da hidroxiuréia (HU), medicamento caracterizado
como anti-inflamatdrio, prescrito para todos os pacientes incluidos no estudo. Concluimos que
a HU possivelmente atenuou a expressao génica dos pacientes com AF, e que é necessario

considerar esse medicamento como modificador da expressdo para analises futuras.

Palavras-chave: Hb S; PTGS2; hidroxiuréia; receptores canabinodides.



ABSTRACT
Sickle cell anemia (SCA) results from a mutation in the /BB gene, which encodes the 3 -globin
chain. This alteration causes the sickling of red blood cells and changes their behavior,
hindering blood flow and tissue oxygenation. This mutation causes the substitution of a
glutamic acid for a valine in the protein, resulting in the formation of Hb S. Clinical
examinations provide a spectrum of the disease's main complications, allowing for the
definition of specialized treatments. The pain crises faced by these individuals are the main
symptom of the disease, a consequence of vaso-occlusion. Investigating the gene expression of
pathways involved in inflammation can propose new medications, given that conventional
treatments for SCA present complications. The endocannabinoid system (ECS) and the PTGS2
inflammatory pathway play relevant roles in pain and inflammation modulation. The objective
of this study was to comparatively evaluate the expression of the PTGER4 gene (from the
PTGS2 inflammatory pathway) and the endocannabinoid receptors CNR1 and CNR2 in control
individuals and individuals with SCA using the RT-qPCR technique. The Delta-Delta Ct
method was used to calculate relative gene expression. Subsequently, these data were used to
assess the normality of distributions (Shapiro-Wilk test) and homoscedasticity (Levene's test).
The results showed no statistical difference in gene expression between the evaluated
genotypes. One hypothesis to explain this finding may be associated with the use of
hydroxyurea (HU), a drug characterized as an anti-inflammatory, prescribed to all patients
included in the study. We conclude that HU possibly attenuated the gene expression of SCA
patients, and that it is necessary to consider this medication as an expression modifier for future

analyses.

Keywords: Hb S; PTGS2; hydroxyurea; cannabinoid receptors.
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1 INTRODUCAO
1.1. ANEMIA FALCIFORME E A HEMOGLOBINA S

A hemoglobina (Hb) é o principal componente dos globulos vermelhos. E uma
proteina tetramérica que possui quatro por¢des heme proteicas responsaveis pelo transporte
fisioldgico de oxigénio e se manifesta de forma diferente nas fases embrionaria, fetal e adulta
(Piel et al., 2013; Harteveld et al., 2022). Em um adulto normal, hé trés tipos de hemoglobina
em circulacdo: aproximadamente 96 a 98% de Hb A (a2p2); 2,5 a 3,5% de Hb A>(0282) e 0 a
1% de Hb F (02y2) (Steinberg, 2020).

A estrutura da molécula de hemoglobina ¢ formada por quatro subunidades ou
globinas, com duas cadeias do tipo alfa e duas cadeias do tipo beta, que caracterizam a proteina.
As cadeias alfa e beta sdo formadas por genes especificos em diferentes cromossomos, €
qualquer alteracdo na producdo de cadeias advindo de mutagdes estruturais e/ou funcionais
podem acarretar um perfil hematoldgico e quadro clinico relevante (Brasil, 2024).

Hemoglobinopatias caracterizam doengas genéticas relacionadas a sintese de
hemoglobinas, e sdo os distirbios monogénicos mais comuns no mundo (Harteveld et al.,
2022). Os estudos acerca deste tema, vem sendo bem investigados devido ao seu impacto na
saude publica, especialmente em areas com alta miscigenacdo devido a relagdo das doencas
com fatores étnicos e geograficos. Segundo Naoum (1984), no periodo colonial no Brasil, a
escraviddo de africanos trazidos para alguns estados teve grande influéncia na dispersdo das
hemoglobinopatias. J& que diversos estudos comprovam que as primeiras mutacdes de Hb
ocorreram no continente africano. Assim, ao longo do processo escravagista, especialmente do
Brasil, a miscigenagdo de diferentes povos contribuiu para a distribuicdo dos genes anormais
de globinas.

A anemia falciforme (AF) resulta de uma muta¢ido no gene da HBB, assim como
demostra a Figura 1, que tem como consequéncia a falcizagdo de hemacias e alteragao de seu
comportamento, dificultando o fluxo sanguineo e a oxigenagao dos tecidos (Piel; Steinberg;
Rees, 2017; Elendu et al., 2023). Essa mutagdo ¢ de caracter recessivo e a homozigose para o
gene beta S (HBBS) causa a troca dos aminoacidos (Glu6Val) na proteina HbS (Schechter,
2008). Em portadores de AF, a quantidade produzida de HbA depende do genétipo e de sua
associacao com outras variantes, ¢ comum que em homozigotos SS a HbA esteja ausente,
enquanto em heterozigotos (AS) a HbA esteja em maior quantidade (Mousinho-Ribeiro et al.,
2008; Piel; Steinberg; Rees, 2017). A AF ocorre somente quando um individuo herda dois genes
anormais, de ambos os pais (Hb SS). Mas, a doenga falciforme (DF) inclui a associagdo da HbS

com diversas condi¢des, como a hemoglobina C (Hb C) ou Talassemia 3, associadas a HbS
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resultam em individuos Hb SC ou HbS beta-talassemia. Assim, ¢ necessario que haja uma
heranga HbS de um dos pais e do outro uma hemoglobina variante (Naoum; Bonini-Domingos,

2007; Piel; Steinberg; Rees, 2017).

Figura 1- Representagdo esquematica da estrutura quaternaria da Hemoglobina S (HbS) com

suas subunidades e grupo heme
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Neste esquema € possivel visualizar um esquema molecular da Hemoglobina S, com suas cadeias, subunidades e

grupo heme. Elaborado pela autora a partir de dados do Protein Data Bank (PDB), 2025.

A falcizacdo, representada na Figura 2, decorre da desoxigenacdo da HbS. A HbS
resulta de uma mutagdo pontual no gene HBB, que codifica a cadeia B da hemoglobina. A
substituicdo de aminoacidos devido a mutagao na posi¢ao 6, cria uma regiao hidrofobica que
favorece a polimerizagdo da HbS com baixa disponibilidade de oxigénio (Nader; Romana;
Connes, 2020). A polimerizagdo das moléculas de hemoglobina e os polimeros formados
alteram a estrutura da membrana de hemécias (Ingram, 1957). A falcizag@o pode ser reversivel
pela reoxigenagdo das hemoglobinas, mas ap6s processos de oxidagdo e desoxigenacdo ela se
torna irreversivel (Kato, 2018).

O traco falciforme também pode ocorrer em um individuo, sendo uma heranca de
somente um dos pais, conhecido como heterozigosidade (Hb AS) (Piel; Steinberg; Rees, 2017,
Kato, 2018). Segundo Brasil (2015) de acordo com estudos internacionalmente considerados,
o traco falciforme ndo acarreta qualquer sintomatologia clinica, e sua importancia € para
orientacdo genética ao portador ou a sua familia, baseado no Consenso brasileiro sobre

atividades esportivas e militares e heranga falciforme (Brasil, 2009). Entretanto, o
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aconselhamento genético ¢ imprescindivel, auxiliando-os na tomada de decisdes referentes a
reproducdo, devido a possibilidade de os descendentes nascerem com a doenga, por ser uma

heranga autossdmica recessiva (Guimaraes; Coelho, 2010).

Figura 2 - Esfregago de sangue periférico um paciente com anemia falciforme representativo.

bl
A

As setas vermelhas indicam as células em formato de foice. A amostra sanguinea é proveniente de um paciente
com anemia falciforme. Essa imagem ndo possui identificagdo da coloracdo utilizada e nem aumento. Fonte:

Dorneles; De Menezes Mayer e Chies, 2025.

As crises de dor aguda e cronica sdo uma das principais complicacdes da AF. A dor
aguda, abrupta e intensa, ¢ a mais prevalente nestes pacientes, devido a vaso-oclusao, causadas
pelas hemacias falcémicas, que leva a danos no tecido em diversas partes do corpo, gerando
intensas dores em locais diversos. Enquanto, a dor cronica, persistente, ¢ estimulada
principalmente pelo estado inflamatério. E importante ressaltar que para o diagnéstico da dor é
imprescindivel o relato do paciente (Kuner; Kuner, 2020; Brandow; Liem, 2022).

A vaso-oclusdo, demonstrada na Figura 3, ¢ uma complicagdo grave nos portadores
de AF e provoca outros eventos patoldgicos, como a anemia hemolitica (Zuniga, 2018). E
resultado da alteragdo do formato da hemadcia, sendo mais rigido, tornando sua passagem no
vaso sanguineo comprometida e dificultando o fluxo sanguineo, direcionando essas células a
hemolise. A elevada destruicao precoce das hemadcias, chamada de hemolise, leva ao quadro
mais grave de anemia hemolitica, em que a medula 6ssea ndo consegue suprir a necessidade
desta producao de novas hemaécias (Elendu et al., 2023). As crises vaso-oclusivas resultam em

crises de dores nos pacientes, e quando se trata da DF, em suas variagdes, também estdo

presentes (Naoum; Bonini-Domingos, 2007; Piel; Steinberg; Rees, 2017).
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Figura 3- F1s10patolog1a e complicagdes da anemia falciforme
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Nesta imagem ¢ possivel visualizar o vaso sanguineo humano onde as hemacias falcizadas bloqueiam o fluxo

sanguineo causando a vaso-oclusdo. Fonte: Kavanagh et al., 2022.

Os portadores de DF e AF vivem limitados devido ao processo de adoecimento,
afetando diretamente o cotidiano, portanto, um diagndstico precoce resulta em melhora na
qualidade de vida, reduzindo os sintomas e complica¢des (Cordeiro; Ferreira; Santos, 2014;
Costa et al., 2024). Uma estratégia que pode contribuir diretamente para a atenuagao dos
sintomas de dor ¢ a busca por novos tratamentos, além daqueles convencionais.
Especificamente sobre os portadores de AF, quadros mais leves ou mais graves podem surgir,
associados ou ndo a outras doengas, sendo importante o diagndstico médico preciso e a busca
por novos tratamentos. Muitas técnicas potenciais sdo investigadas, as mais conhecidas sdo:
transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) e edi¢ao genética com CRISPR-CAS9.
O TCTH ¢ considerado o unico tratamento curativo para pacientes graves com DF, mas ainda
tem alta toxicidade e complicacdes fatais (Pieroni et al, 2007; Bhatia e Sheth, 2015). A técnica
CRISPR-CAS9, envolve a clivagem de DNA em regides especificas para correcdo das
mutacgdes, mas nesse contexto enfrenta barreiras éticas e estudos a longo prazo (Lima et al,
2024).

Quando tratamos dos estudos voltados para a AF entre as hemoglobinopatias, essa
doenca ¢ marcada por discriminacdo, apesar de ser um problema de satde global. Esse cenario
se intensificou em funcdo dos movimentos populacionais e até mesmo do trafico de pessoas
para trabalho escravo, que contribuiram para a disseminagdo da condi¢do em diferentes regides
(Piel et al, 2014; Piel; Steinberg; Rees, 2017). Segundo Dorneles, De Menezes Mayer e Chies
(2025) por ter se originado em locais onde a maléria ¢ endémica no continente africano, atinge

classes econdmicas mais baixas e populagdes negras, com menor impacto em paises
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desenvolvidos. O capitalismo, ¢ o sistema econdmico que move o mercado e interesses de
diversos setores, o impacto que a AF causa na sociedade deveria ser levado em consideracao
para o investimento nas pesquisas, ja que existe potencial de inovagdo de alto custo, como o
CRISPR-Cas9.

Em 2001, a portaria do Ministério da Saude determinou a inclusdo da AF na lista
do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN). Dados deste mesmo programa indicaram
que o trago falciforme ainda € muito prevalente na populagao brasileira, sendo possivel analisar
que, entre 2014 e 2022, houve uma incidéncia de 1 caso a cada 34 nascimentos, sendo

diagnosticados 9.878 criangas com a doenga neste mesmo periodo (Melo et al, 2008; Brasil,

2022; Ferreira et al., 2024).

1.2. EXPRESSAO DE GENES DA GLOBINA

As manifestagoes clinicas da AF comec¢am a surgir a partir dos trés meses de idade,
quando ocorre a diminuicdo da hemoglobina fetal (Hb F), que no momento do nascimento
constitui aproximadamente 70% do total de Hb. Isso ocorre devido a mudanca de sitio da
eritropoiese, que apds o nascimento passa ser na medula dssea, € a sintese de cadeia beta comega
ser significativa. A Hb F em altas concentragdes inibe a polimerizagdo da Hb S, mas como a
mutacdo da AF ocorre justamente na cadeia  da Hb A, quando a Hb F comeca a diminuir, os
sintomas sdao desencadeados (Sant’Ana et al., 2017).

A expressao de genes das globinas durante o desenvolvimento, demonstrado na
figura 4, faz com que eles sejam ativados ou silenciados conforme a fase ontogenética - fase
embriondria, nascimento e idade pos-natal o que acompanha a mudanga de sitio da eritropoiese,
e no final do desenvolvimento tem um perfil hemoglobinico adulto. A compreensao dos valores
de normalidade ¢ muito importante para o diagndstico laboratorial das hemoglobinopatias, visto
que o conhecimento das concentracdes de Hb A, Hb A, e Hb F quando fora da normalidade

direciona os estudos e a precisao do diagndstico (Brasil, 2024).
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Figura 4- Expressdo dos genes da globina durante o desenvolvimento natalicio

gé SACO i
22 |wmminco FiGADO  BACO MEDULA 0SSEA
g Qa a
P
y
8 |
6 1218 24 30 36 6 12 18 24 30 36 42 48

IDADE POS-CONCEPCAO (SEMANAS) NASCIMENTO  IDADE POS-NATAL (SEMANAS)

Neste grafico é possivel observar os genes que sdo expressos ¢ reprimidos ao longo de todo o desenvolvimento
natalicio de um humano. O gene zeta () e épsilon (g) sdo expressos juntos somente no inicio da vida embrionaria,
formando a Gower 1 (& { 2) e Gower 2 (02¢2). Enquanto, a combinagdo de alguns desses genes resultam na

produgdo de outras hemoglobinas. Fonte: Adaptado de Thompson, J. & Thompson, M., 2016.

1.3.  PROCESSO INFLAMATORIO E A VIA INFLAMATORIA PTGS2

A inflamagdo ¢ um mecanismo adaptativo do corpo para responder a injdrias
ocasionadas ao tecido e para que o equilibrio homeostatico do organismo mantenha o ambiente
interno estavel. Sendo um processo que envolve varios sistemas, ¢ a resposta as alteragdes
bioquimicas, fisioldgicas e imunoldgicas, e pode se manifestar ao nivel local ou sistémico
(Voltarelli, 1994; Twarowski & Herbet, 2023).

Quando ocorre injuria, o organismo responde por mecanismos de defesa liberados
pelo sistema imune. Os mediadores quimicos sdo ativados ou sintetizados coordenando a
resposta inflamatéria nos locais de infecgdo, e podem ser liberados por muitos tipos celulares,
como linfécitos, macrofagos e mastocitos (Oliveira; Portella; Cohen, 2016; Liu et al., 2021). O
sistema endocanabindide regula processos inflamatorios e atenua as crises de dor (Barbosa Neto
e Garcia, 2023). Isso ocorre, pois, o sistema endocanabinoide influéncia a ativacao das células
da glia e simultaneamente, ¢ modulado por elas. A fung¢do do sistema nervoso central (SNC)
¢ regulado pelo sistema endocanabindide por meio da fungdo sinaptica. A ativacdo de receptores
canabindides no SNC podem regular diversas fungdes e comportamentos neurais, a sinalizacao
retrograda ¢ o modo mais comum de como os endocanabindides podem interferir na duragao

da plasticidade (curto e longo) em sinapses excitatorias e inibitdrias (Castillo et al., 2012).
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Devido a esta caracteristica do sistema endocanabinoide de regular muitas funcdes
neurais, atualmente ¢ uma excelente oportunidade para descoberta de novas intervengdes
terapéuticas (Ligresti; Petrosino; Di Marzo, 2009). A dor ¢ decorréncia de um estado de maior
excitagdo do SNC, que por um processo de plasticidade neural desajustado faz com que a
sensibilidade a dor seja maior e amplificada (Van den Hoogen et al., 2022).

A dor e a inflamagdo estdo estreitamente relacionados, embora sejam conceitos
diferentes, a primeira indica inflamacao na maioria dos casos. Em pacientes com AF, tanto a
inflamacdo exacerbada, quanto a dor caracterizam um cenario disfuncional, devido a
comunicac¢do do sistema imunoldgico ao sistema nervoso (Vallejo et al., 2010).

Os mediadores quimicos, também conhecidos como citocinas, podem ser indutores
de inflamagao (proé-inflamatorios/TH1) relacionados a sindromes dolorosas ou nao indutores
(anti-inflamatorios/TH2). O que determina a funcao da citocina em si, de agao pré ou anti-
inflamatoria, ¢ o microambiente onde estdo localizadas. A resposta inflamatoria € o resultado
da agdo da citocina na célula imunoldgica. Se as citocinas pro-inflamatorias estdo em
predominio sobre as anti-inflamatdrias, um desbalanceamento nos processos ocorre, o que
desencadeia uma cascata de eventos que buscam manter a homeostase (Cianciarullo et al., 2008;
Henshaw et al., 2021).

A pleiotropia ¢ um evento que estimula outros eventos em cascata, uma vez que
uma Unica citocina pode agir ou ser secretada por varios tipos de células diferentes, interferindo
na transcri¢ao génica e estimulando células-alvo a produzir mais citocinas (Oliveira et al, 2011).
Um exemplo clinico dessa dindmica pode ser observado nos pacientes com AF, que apresentam
niveis de expressdo maiores de algumas citocinas, como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF. Essa ativagao
ocorre, pois o estimulo dos receptores do tipo Toll (TLRs), que reconhecem padrdes associados
ao dano celular (DAMPs) e ao patogeno (PAMPs) ¢ respondido pela ativacdo da via do fator
kappa B (NFkB), que desencadeia a producdo de citocinas inflamatdrias (Tozatto-maio et al,
2024). Assim, ¢ possivel observar como a pleiotropia contribui para a amplificagdo da resposta
inflamatoéria através de mecanismos de sinalizagdo celular.

No processo inflamatorio, dois tipos de inflamag¢do podem ocorrer: aguda ou
cronica. Caracterizando cada uma delas, a inflamagao aguda ¢ uma resposta rapida a injuria, ou
seja, o organismo recruta células de defesa, neutréfilos e macrofagos ao local para reparagdo
tecidual. A resposta inflamatdria se manifesta por todo o organismo se esse evento celular ndo
restabelecer a homeostase (Kumar; Abbas; Aster, 2017). Por sua vez, a cronica, ¢ de resposta

longa e persistente, com a presenga de linfocitos € macrofagos, os vasos sanguineos podem
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sofrer necrose e fibrose, o que prejudica o funcionamento dos tecidos afetados (Freitas et al,
2019; Sohrab et al., 2023).

A AF ¢ uma doenga inflamatoria cronica mediada pela imunidade adquirida. Nestes
pacientes as células inflamatorias permanecem ativas, o que contribui para a inflamagao
cronica. Se houver uma alta prevaléncia de citocinas liberadas pelos leucdcitos, esse evento
pode resultar em inflamacao exacerbada. Essa ativacdo celular persistente leva ao aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), gerando estresse oxidativo. Assim, o
estresse oxidativo, agrava os danos teciduais e perpetua o ciclo inflamagdo-lesdo, isso ocorre
devido a heme livre e ferro atribuidos a hemolise, que faz com que as propriedades reologicas
dos globulos vermelhos sejam ainda mais afetadas (Nader; Romana; Connes, 2020; Elendu et
al., 2023).

O é4cido araquidonico (AA) ¢ um acido graxo poli-insaturado e esta presente na
membrana celular na forma de fosfolipideos. Podem ser liberados como AA livres quando as
células estdo sob estresse, pois certas enzimas como: a fosfolipase A» (PLA») e a fosfolipase C
(PLC) quebram as ligagdes que antes os prendiam na forma de fosfolipideos. Assim, eles dao
origem a outras reagdes quimicas para producdo de mediadores pro-inflamatorios por
intermédio de trés vias: Via da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), Via da lipoxigenase (LOX)
e Via do citocromo P450 (CYP450) como demostrado na figura 5 (Wang et al, 2019).

Figura 5- Vias do metabolismo do Acido araquidénico
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Nessa imagem ¢ possivel observar as trés vias que produzem mediadores pro-inflamatodrios a partir do acido

araquidonico Fonte: Retirado de Wang et al, em 2019.
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Através dessas trés vias sdo gerados metabolitos de AA (eicosanoides) que atuam
como mediadores autdcrinos ou paracrinos (atuam na propria célula que os produziu ou na
célula vizinha) envolvidos em véarios processos fisioldgicos e patologicos, como inflamagao,
dor ou vasodilatagdo (Wang et al, 2019; Kopp et al, 2019). A Ciclooxigenase 2 (COX-2) é uma
enzima codificada pelo gene PTGS?2 (Prostaglandina Endoperoxidase Sintase 2) que catalisa a
sintese de prostaglandinas (PGs) a partir do AA, eficientes mediadores inflamatorios (NCBI,
2025). Assim ¢ de suma importancia sua investigacao associada a outras patologias, como a
AF. Existem isoformas principais de COXs (PTGS1/COX1; PTGS2/COX2 e PTGS3/COX3).
A PTGS1/COX1 ¢ uma enzima necessdria para manter os niveis basais de PGs para a
homeostase da célula. Enquanto a PTGS2/COX2 e regulada e ativa vias relacionadas a
inflamagao intracelular. Diferentemente dessas isoformas, a COX3/PTGS3, ¢ uma variante de
splicing de PTGS1/COX1, que codifica uma proteina sem atividade enzimatica
(Chandrasekharan et al, 2002; Martin-Vazquez et al, 2023).

Em tecidos normais, a PTGS2/COX2 ndo se expressa em altos niveis, mas ¢
induzida por citocinas pro-inflamatorias e fatores de crescimento, ou seja, sua producdo ¢
aumentada em resposta a estimulos inflamatdrios, € o principal produto da ativacdo da
PTGS2/COX2 ¢ a prostaglandina E2 (PGE 2) (Sheppe e Edelmann, 2021; Martin-Véazquez et
al, 2023). A COX2 atua nos endocanabinoides 2-araquidonilglicerol (2-AG) e a anandamida
(AEA) gerando ésteres de glicerol de prostaglandina (PG-G) e etanolaminas (PG-EA). Embora
sejam conhecidos seus efeitos ndao foram elucidados, um cruzamento entre sistema
endocanabinoide e via de prostaglandinas ¢ passivel de investigacao neste contexto (Kozak et
al, 2002; Alhouayek et al, 2014).

A prostaglandina E2 (PGE2) atua em quatro subtipos de receptores associados a
proteina G, um deles ¢ o PTGER4, que possui uma alta afinidade pela PGE2, que pode ter um
efeito pr6 ou anti inflamatorio dependendo do contexto patologico (Martin-Vazquez et al,
2023). Esse receptor ja foi estudado em outros contextos fisiopatolégicos, e tem papel protetor
contra a toxicidade aliada a outros receptores, estando aumentado quando PTGS2 e PGE: estao
elevados em carcinoma endometrial (Catalano et al, 2011; Vennemann et al, 2012).

Processos fisiologicos como dor e febre também envolvem a via PTGS2. Os
prostanoides, mediadores lipidicos, se utilizam de mecanismos durante a resposta imune para
aumentar a sinalizacdo das citocinas, entre eles, a atragdo de células T auxiliares pro-
inflamatorias (Thl, Th17 e macrofagos), e maior envolvimento da resposta imune inata
(PAMPs e DAMPs), além da ativacao de genes pro-inflamatorios (Leuti et al., 2020; Lyndin et
al., 2022).
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1.4. SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O Sistema endocanabinoide (ECS) esta distribuido por todo o corpo, € um sistema
neuromodulador responsavel por regular processos fisiologicos importantes, alguns exemplos
sio a dor, resposta imunoldgica e inflamagio. E composto de receptores canabinoides,
endocanabinoides, e enzimas que sintetizam e degradam os endocanabindides (Lu & Mackie,
2016a; Lu & Mackie, 2021b).

Os principais receptores do sistema endocanabindéide CB1 e CB2, sdo sitios de
ligagdo presentes nas cé€lulas do corpo que modulam a atuacao destes receptores, sendo que
cada um deles possui sua fungdo e local de atuagdo especificos, que permite seu estudo para
fins terapéuticos. De modo geral, os receptores canabinodides sdo acoplados a proteina G
(GPCRs), sendo CB1 (codificado pelo gene CNRI1) o mais abundante no SNC humano,
enquanto CB2 esta relacionado com o sistema imunologico (codificado pelo gene CNR2)
(Munro et al, 1993; Costa et al, 2011; Lu & Mackie, 2021).

Medicamentos opioides sdo prescritos para o tratamento de pacientes que convivem
com a dor cronica e AF, no entanto, ao longo do tempo sua utilizagdo eleva os estimulos
dolorosos, necessitando que ocorra aumento da dosagem, entre outros riscos como overdose €
dependéncia. Assim, outros alvos terapéuticos que minimizem os riscos dos pacientes precisam
ser estudados (Ballantyne e Shin, 2008; Okusanya et al, 2020).

A hidroxiureia (HU) ¢ um medicamento utilizado para os pacientes com DF, e com
AF. Medicamentos como este buscam melhorar o fluxo sanguineo e as crises de dor, além das
complicacdes da doenga, como a crise vaso-oclusiva e infec¢des (Brasil, 2022). Este
medicamento ¢ o mais eficaz, efetivo e seguro para o tratamento desses pacientes, pois aumenta
a producdo da HbF, e reduz os niveis de HbS e, consequentemente, a falcizagdo de hemacias e
vaso-oclusdo (Brasil, 2024). No paciente ¢ esperado a melhora nos episddios de dor, contagem
de neutrofilos, reducdo de episoddios de sindrome tordcica aguda (STA) e necessidade de
transfusdo sanguinea (Nevitt e Howard, 2017).

Outros medicamentos sdo recomendados pelo Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas (PCDT) da Doenca Falciforme (2018) para o tratamento profilatico com
fenoximetilpenicilina potéssica, benzilpenicilina benzatina ou eritromicina para infecgdes
bacterianas na DF (Brasil, 2018). A seguridade da HU a longo prazo demonstrou em um estudo
ESCORT-HU (NCT02516579) que o tratamento de pacientes com DF por 45 meses trouxe
efeitos adversos como, neutropenia e trombocitopenia (Rigano et al, 2018).

A Sociedade Americana de Hematologia (2020), sugere tratamento a base de

opioides e anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) para o manejo da dor aguda e cronica da
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DF, mas a descoberta de novos medicamentos ainda ¢ investigada, tendo em vista, a limitacao
e efeitos adversos dos que estdo sendo utilizados.

A cannabis, um alvo terapéutico, aliada aos opidides pode aumentar a capacidade
do paciente de nao perceber a dor, devido aos receptores opidides, que sdo potencializados
quando os receptores kappa e delta-opidides do THC sdo estimulados. A proteina G,
responsavel por respostas celulares a hormdnios e neurotransmissores, acopla tanto receptores
de opioides, quanto canabindides, o que reduz a producao de AMPc induzindo mudancas
conformacionais (Pantoja-Ruiza et al, 2022).

Estudos anteriores ja associaram a relagdo benéfica que pode advir do uso de
Cannabis medicinal em pacientes que convivem com a dor crdénica, sendo uma alternativa
terap€utica para o tratamento desta doenca e o 6leo ainda ¢ recomendado como intermediario.
Produtos com quantidades equilibradas de THC e CBD, tiveram resultados favoraveis nestes
pacientes, encorajando o continuo estudo nessa area (Grotenhermen & Muller-Vahl, 2012; Fine

& Rosenfeld, 2013; Finn et al., 2021; Zeng et al., 2021).

1.5. JUSTIFICATIVA
Considerando a fisiopatologia da AF e a inflamacao cronica decorrente da hemolise,
entender as vias envolvidas neste processo ¢ de fundamental importancia. Para este projeto
avaliamos a expressao génica da via inflamatoria PTGS?2 e seus receptores em individuos com
AF e clinicamente saudaveis. A fim de contribuir para a identificagdo de alternativas
terap€uticas para tratar a dor cronica enfrentada por esses pacientes, como uma alternativa aos

opioides.

2  OBJETIVOS

2.1. GERAIS
Avaliar a expressdo de genes da via inflamatoria PTGS2 e os receptores
endocanabindides em pacientes com anemia falciforme e individuos clinicamente saudaveis

pela técnica de RT-qPCR.

2.2. ESPECIFICOS
A. Avaliar a expressdo do gene PTGER4 da via PTGS2 e dos receptores
endocanabindides CNR1 e CNR2 por meio da técnica de RT-qPCR.

B. Comparar os resultados entre pacientes com AF e individuos saudaveis.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1. CASUISTICA

Neste estudo, pacientes adultos com anemia falciforme (AF) dos dois sexos foram
incluidos. Cinco pacientes foram selecionados na cidade de Sao José do Rio Preto - SP, com a
supervisdo do Dr. Alexandre Lorenzetti, que realizou o atendimento no HEMOCENTRO Rio
Preto. As informacdes referentes aos diferentes niveis de dor, uso de opioides no controle da
dor e Hidroxiureia (HU) foram levantadas para compreensao dos casos clinicos.

Critérios de exclusdo: Foram excluidos do estudo pacientes com uso regular de
anti-inflamatdrio. Desses pacientes foram extraidos 15ml de sangue e a partir dessa amostra
foi obtido:

1. DNA, submetido a técnica de PCR-RFLP para identificar os perfis genotipicos da HbS;
2. RNA, submetido a técnica de RT-qPCR para compararmos a expressao de genes da via
PTGS2 e dos receptores CNRI e CNR2;

Os dados coletados a partir dos pacientes com AF foram comparados com um grupo
controle formado por 5 individuos que ndo possuem anemia falciforme, também adultos do
sexo feminino.

Esse projeto foi realizado vinculado ao aluno MSc. Lucas Ramos Pereira do
Programa de Pos-Graduacao em Biociéncias, como parte dos requisitos para obtengdo do titulo
de Doutor em Biociéncias, Area Genética e Biologia Evolutiva da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) de Sao José do Rio Preto. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica da UNESP de Sao José do Rio Preto, parecer n® 5.529.179/ ¢ o Termo de
consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido pelo responsavel pela pesquisa (Apéndice
A).

3.2. EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido a partir de 1 ml de sangue periférico pela técnica de

precipitagdo salina ou salting out baseada em Miller e colaboradores (1988).
3.3. IDENTIFICACAO DE HBSS E HAPLOTIPOS

As amostras dos pacientes com AF passaram por uma triagem bésica de
hemoglobinopatias no Laboratorio de Hemoglobinas e Genética de Doengas Hematologicas
(LHGDH). A triagem ¢ composta por Resisténcia Osmética por NaCl 0,36%, Morfologia
Eritrocitéria, Eletroforese em pH alcalino (8,6) e pH 4cido (6,2), e cromatografia liquida de alta
performance — HPLC (Premier Resolution© - Trinity Biotech) para identificacdo de

hemoglobinopatias, com diagndstico confirmado a partir de biologia molecular por PCR-RFLP.
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Essas técnicas dao seguridade aos casos e demonstram associacdes ou ndo entre as
hemoglobinopatias.
3.4. EXTRACAO DE RNAS

O RNA foi extraido usando o reagente TRIzol seguindo protocolo ThermoFischer®
e tratado com DNase. A sintese do cDNA foi realizada usando o High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA), conforme descrito pelo
fabricante.

3.5. ANALISE DE PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (RT-PCR)

As reagdes para os genes da cascata inflamatéria PTGS2, e receptores
endocanabindides CRN1 e CNR2 possuem seus respectivos iniciadores listados na Tabelal, e
foram realizadas em termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Todas as reagdes foram preparadas em triplicata, incluindo controle endégeno GAPDH
utilizado como normalizador, e processadas em volume final de 20ul. contendo 200 ng de
cDNA, SYBR Green PCR Master Mix e 100 nM de cada primer, segundo protocolo Applied
Biosystems®.

Assim, os valores de expressao gé€nica obtidos nas analises foram normalizados
pelo resultado da quantificagdo da amostra controle, escolhida como calibrador de todas as

amostras. Foi utilizado o método de Pfaffl, 2001 para os calculos de analise comparativa.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados na RT-qPCR

GENES SEQUENCIA
PTGS2 sense §-ATTCCCTTCCTTCGAAATGC -3
PTGS2 anti-sense 5- AGAAGGCTTCCCAGCTTTTG -3
CNR1 sense 5"- CACCCAGCTCTGTCTTGGTA -3
CNR1 anti-sense 5- AACCACGAGCAAAGGAGAGA-3
CNR2 sense 5 -ACCTGTTCATTGGCAGCTTG -3
CNRZ2 anti-sense 5 -CTGCATGCAAAGACCACACT - ¥
GADPH sense 5 -CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT - 3
GADPH anti-sense 5-ACCCACTCCTCCACCTTTGA -3

Elaborada pelo autor, 2025.
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3.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de expressdo génica obtidos pelo RT-qPCR foram avaliados
estatisticamente para comparar os niveis de expressao do gene (PTGER4) e dos receptores
(CNRI e CNR2) entre o grupo controle e AF. Para isso, foi utilizado o método Delta-Delta Ct
para calcular a expressdo gé€nica relativa. Posteriormente, esses dados foram utilizados para
avaliacdo da normalidade das distribui¢des pelo teste de Shapiro-Wilk e homocedasticidade
(Teste de Levene). Uma vez caracterizados, foram encontradas varidveis com distribuigao
normal, com aplicagdo do teste T de Student para duas amostras independentes. O nivel de
significancia adotado foi p< 0,05. Os softwares BioEstat 5.3 e o Statistica 7.0.0, foram
utilizados para a aplicagdo dos testes, comparacdo dos grupos e representacdo grafica dos

resultados.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram comparados cinco individuos AA e cinco individuos SS a fim de determinar
a diferenga entre a expressao dos receptores PTGER4, CNR1 e CNR2 do grupo controle e grupo
com anemia falciforme. Todos os individuos incluidos no grupo controle eram do sexo
feminino e na triagem do laboratério, os resultados foram negativos para qualquer
hemoglobinopatia. No hemocentro, muitos pacientes foram atendidos com diversos fendtipos
associados a comorbidades, sendo selecionados para o estudo pacientes com genotipos SS
equivalentes ao nimero de pacientes incluidos no grupo controle.

Todos os pacientes incluidos no estudo (7abela 2) responderam a um questionario
de anamnese (4péndice B) elaborado como parte do projeto de doutorado do Lucas Ramos
Pereira, aprovado pelo Comité de Etica da UNESP de Sio José do Rio Preto e com Termo de
consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (CAAE n° 57755422.0.0000.5466). Com esses
dados foi possivel identificar quais medicamentos eram usuais, as associadas a AF, uso de
analgésicos e anti-inflamatorios e transfusdes sanguineas.

Os pacientes com geno6tipo SS, fazem uso de Hidroxiuréia (HU) ha pelo menos dois
anos, uso de Acido folico, tramadol ou Paco (Paracetamol e Fosfato de codeina) regularmente.
Esses medicamentos sao considerados opiodides e interferem no principal sintoma da AF, as
crises de dor, que foram relatados em todos os pacientes, com relativa frequéncia.

A partir da técnica de qPCR utilizada para avaliar a expressao do gene da via PTGS2
(PTGER4) e dos receptores endocanabindides CNR1 e CNR2 entre os individuos, os dados
obtidos foram submetidos ao Método Delta-Delta Ct (AACt) para calcular a expressdo génica

relativa (%), e posteriormente os valores do delta Ct (ACt) (Ct gene alvo — Ct gene de referéncia)
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foram utilizados para a realizagdo das andlises estatisticas, pois, as variacdes técnicas sdo
removidas (Tabela 3 e 4).

A normalidade das amostras foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk (a = 0,05).
Todos os dados apresentaram distribui¢do normal, uma vez que os valores de p foram superiores
a 0,05. E foram confirmados como homocedasticos pelo Teste de Levene, o que indica que as
variancias entre os grupos comparados sdo estatisticamente iguais. Assim, foi realizado o Teste

de T-Student, teste paramétrico para duas amostras independentes.

Tabela 2 - Dados descritivos dos pacientes com AF e grupo controle do questionario de

anamnese.
Individuos Gendtipo Sexo HU Medicamentos Comorbidades
da AF
C1 AA F Néo Dipirona/ -
Buscopan

C2 AA F Nio Dipirona

C3 AA F Nio Paracetamol

C4 AA F Nio Paracetamol -

Cs AA F Nio Dipirona -

S1 Ss M 10+ anos Paco/Tramal/Acid Crise de dor

o Falico Sindrome
Tordcica Aguda
(STA)

52 SS M 2+ anos Tramal/ Acido Crise de dor
Folico Osteonecrose

S3 SS M 20+ anos Tramal/ Acido Crise de dor
Folico

S4 SS F 2+ anos Tramal/ Acido Crise de dor
Folico

S5 SS M 20+ anos Tramal/Dipirona/ Crise de dor

Paco/Acido

Folico

Fonte: Autoria Propria, 2025. Os individuos do grupo controle sdo identificados com a letra (C), enquanto os

pacientes com anemia falciforme sdo simbolizados com a letra (S).
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Os valores de p do T-Student para PTGER4, CNR1 e CNR2 (p >0,29; p> 0,66 e p
> 0,14) demonstram que ndo ha diferenga estatistica entre os valores, ou seja, ndo ha diferenca

estatistica entre a expressao do gene e o genotipo avaliado.

Tabela 3. Valores de delta Ct obtidos para o grupo controle que foram submetidos as andlises
estatisticas de T-student.

Genes Grupo Controle (ACt)
C1 C2 C3 C4 5 Meédia =
desvio-padrio
(DP)
PTGER4 13.20 12,11 13,18 12,68 12,46 12,72 £ 0,47
CNR1 3,55 2,54 4,50 4,81 443 396=0,92
CNR2 4,50 523 4.86 5.47 4.63 493041

Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

Tabela 4. Valores de delta Ct obtidos para o grupo caso (AF) que foram submetidos as
analises estatisticas de T-student.

Genes Grupoe AF (ACH)
51 52 S3 S4 S5 Meédia +
desvio-padra
o (DP)
PIGER4 7.83 12,42 13,19 14,69 12,86 12,20+ 0,98
CNR1 3,25 4,19 4,09 5,12 4,34 4,2 £0,67
CNR2 4,17 4,68 4,15 5,18 4,32 45+043

Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

Tabela 5- Valores de fold change obtidos a partir do Método delta delta Ct (AACt).
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Pacientes Fold Change (2"AACt)
PTEGER4 CNR1 CNR2
S1 29.84* 1,64 1,70
S2 1.24 0.86 1,19
S3 0.73 0,92 1,72
S4 0.26 0.45 0,84
S5 091 0,77 1,54

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025. O valor com (*) esta discrepante dos outros resultados, sendo um valor

atipico e desconsiderado no estudo.

Grifico 1- Expressao do receptor inflamatoério PTGER-4 e dos receptores endocanabinoides

CNRI1 e CNR2 em pacientes com AF.
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Fonte: Autoria Prépria, 2025. A quantificacdo de expressdo génica foi realizada por RT-qPCR em tempo real,
utilizando o método 2"AACt e transformagdo em log. para interpretagdo da variagdo de expressdo, normalizada
por gene de referéncia (GADPH). As barras representam média + erro padrdo (SEM). Nao foram observadas

diferencas estatisticamente significativas entre os receptores avaliados pelo Teste T-student.

Transformando os dados do Método AACt para Log2 o Grdfico I se apresenta,
linearizando as diferengas de expressdo. Existe uma modulagdo diferencial destes receptores
nos individuos, mas nao foi possivel identificar uma expressao significativa a partir das nossas
analises, ou seja, ndo € possivel inferir que houve uma maior ou menor expressao de algum
deles. O esperado era que os receptores PTGER4, CNR1 e CNR2 estariam mais expressos nos

pacientes com AF por estarem envolvidos na inflamagdo, no entanto, a partir das analises
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realizadas, foi possivel observar que, PTEGER4 ¢ CNR1 ndo se expressaram significantemente.
Segundo Martin-Vazquez (2023), a atuagdo do PTEGER4 se d4 quando a PGE . atua sobre ele,
o que pode resultar em um efeito pr6 ou anti inflamatério dependendo do contexto fisiologico
e patoldgico. Dois estudos trazem efeitos contraditorios sobre o papel destes receptores. O
estudo de Vennemann (2012) que investigou a via PTGS-2 e um dos seus receptores PTGER4
contra a toxicidade diabetogénica em camundongos, concluiu que ao criar modelos animais
com estreptozotocina, destruindo as células beta do pancreas, um ambiente inflamado ¢ gerado
e a expressao de PTGS-2 ¢ induzida e a inducdo de PGE . também. O papel protetor
desempenhado pela PGE ¢ mediado pelo receptor PTGER2 e PTGER4 em conjunto,
suprimindo a citotoxicidade. Outro estudo de Catalano (2011) que investigou o adenocarcinoma
endometrial e alguns receptores prostanoides, demonstrou que o PTGER4 influenciou a taxa de
crescimento tumoral significativamente e¢ que vias independentes poderiam interferir na

expressao deste receptor.

A expressao de CNR2 também nao foi significativa em pacientes com AF. Sabemos
que este receptor esta relacionado com o sistema imunologico (codificado pelo gene CNR2),
mesmo nao sendo o receptor endocanabindide mais presente no corpo humano. Nos pacientes
com AF, este receptor endocanabindide que faz parte do sistema que regula processos como
dor, resposta imunoldgica e inflamagdo, e ja ¢ confirmado através de outros estudos que
pacientes com AF apresentam niveis de expressdo maiores de algumas citocinas, como IL-1,
IL-6, IL-8 e TNF (Tozatto-maio et al, 2024). Um estudo sobre a expressdo dos receptores
canabinoides (CNR1 e CNR2) e carcinomas papiliferos (Doyuran e Eronat, 2023) revelou que
a expressao destes dois receptores estava aumentada em pacientes com esta condigdo,
levantando discussdes de como estes receptores podem contribuir para o gerenciamento da
doenga e precisdo no diagndstico.

A expressdo ndo significativa de CNRI1, ndo era esperada, por ser também um
receptor do sistema endocanabinoide. Estudos que tratam diretamente sobre a expressao deste
receptor nos pacientes com AF, sdo pouco encontrados. Um estudo recente de Berti et al (2024)
apresentou a primeira associacdo de variantes de nucleotideo unico (SNVs) do sistema
endocanabindide no contexto da AF, neste estudo foi demostrado que o polimorfismo
rs35761398 do gene CNR2 possui um efeito protetor na ocorréncia de um dos sintomas da AF,
0 priapismo, enquanto para o polimorfismo do gene CNRI1 investigado, nada foi encontrado.

Este estudo ressalta a importancia da investigacdo da atividade dos genes CNR1 ¢ CNR2 na
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AF, além de suscitar novas perspectivas. Embora neste caso se tenha estudado o gene e ndo o
receptor, alvo desta pesquisa, estudos como esse servem de base para novas investigagdes.

Todos os pacientes com AF inseridos neste estudo faziam o uso regular de HU.
Segundo Brasil (2024) esse medicamento aumenta a HbF, ¢ reduz HbS. E um dos
medicamentos mais utilizados para intervir na falcizagdo de hemadcias, vaso-oclusdo, e no
estado de inflamacao cronica. O estudo de Guarda et al (2019), concluiu que a HU modula o
sistema imune na AF, diminuindo os mondcitos inflamatorios, a capacidade das células
produzirem citocinas e fator tecidual o que atenua os eventos da AF, ou seja, a droga exerce um
efeito anti-inflamatorio. O uso deste medicamento nos pacientes incluidos no estudo pode ter
atenuado as diferencas de expressdo génica estudadas, pois afeta vias inflamatorias mediadas
pela PGE.. Uma revisao mais recente de Rubio et al. (2024), correlacionou a HU com a queda
no numero de neutrdfilos e citocinas pro-inflamatoérias, e demostrou o uso do medicamento
como redutor da resposta inflamatoéria sistémica que favorece o dano endotelial.

Os outros medicamentos como Tramadol, dipirona e Acido Félico utilizados pelos
pacientes com AF nao interferem diretamente na via inflamatéria PTGS2. O tramadol ¢ um
opioide frequentemente utilizado para manejo de dor intensa. Segundo Borgerding et al. (2013)
em pacientes com AF em que se foi administrado Tramadol, as crises de dores foram reduzidas
¢ doses de morfina foram menos administradas para as crises de dores. Outro estudo de
Buccellati et al. (2000) demonstrou que o efeito anti-inflamatério do Tramadol ndo estd
relacionado com o efeito inibidor direto sobre a formagado dos prostandides, quando se avaliou
a atividade da via PTGS2.

O Dipirona ¢ um medicamento analgésico e antipirético comum, € no contexto da
AF, as crises de dores também sdo reduzidas (De Araugjo et al, 1994). Um estudo propde o
bloqueio seletivo da via PTGS?2 para o controle da dor (Sadler e Stucky, 2019), mas até entdo,
o uso dipirona relacionado a expressao da PTGS?2 ainda nao foi investigado. Ja o acido folico ¢
um suplemento continuo para prevenir deficiéncias de folato, estimular o organismo a produzir
novas hemadcias, e para crises de dor, porém a investigacdo deste medicamento associado a
mediadores prostanodides ainda ndo foi realizada (Agbor et al., 2024).

Uma diferenca importante a ser mencionada € que neste estudo o grupo controle foi
completamente composto por individuos do sexo feminino, enquanto a maioria dos pacientes
com AF incluidos eram do sexo masculino. Existem evidéncias que comprovam que o sexo
influéncia a expressao de genes associados a dor, inflamac¢ao e sinalizacdo endocanabindide.
Se tratando do PTGER4 (receptor celular no qual PGE. liga), em mulheres eles estdo mais

ativados, pois os estrogénios modulam as prostaglandinas e a expressdao da via PTGS2. Esta
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observagdo ja foi realizada anteriormente, como no estudo de Hertrampf et al. (2005) que
demostrou que em ratos ovarectomizados ocorria uma regulacdo tecidual da via PTGS2 pelo
estrogeno. Ademais, os receptores endocanabindides (CNR1 e CNR2) também podem ser
modulados por hormonios sexuais (estrogénio/ testosterona) e respostas a dor. Estudos como
de Hill et al., 2007 e Tanaka et al., 2022 apresentam que o estrogénio recruta o sistema
endocanabinoide para modular a dor, e que a expressdo do sistema varia ao longo do ciclo
menstrual, enquanto a testosterona regula o receptor CNR1 via receptor de androgénio (Lee et

al., 2013).

5 CONCLUSAO

A investigagdo da expressdo génica dos receptores PTEGER4, CNR1 e CNR2 por
RT-gPCR nos dois grupos demonstrou que ndo ha diferenga estatistica entre a expressao dos
genes e o genodtipo avaliado. Alguns fatores podem ter contribuido para que a modulagao
diferencial dos receptores analisados ndo se apresentasse, como uso continuo de hidroxiureia
(HU) pelos pacientes e o sexo dos individuos analisados. Esse estudo levanta a importancia de
considerar a HU como modificador da expressdao do receptor inflamatério PTGER4 ¢ dos
receptores endocanabindides CNR1 e CNR2 para analises futuras, contribuindo para suscitar a

busca de novas alternativas terapéuticas.
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APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

WNIVERSIDADHE ESTADUAL PAULISTA

unesp% PULID DE MESOUITA FILHO™

Termo de Consentimento Livre & Esclarecido - TCLE
(Conselho Macional de Saude, Resolugio 466/2012/Resolugdo 510/2016)

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario do projeto de pesquisa Marcadores
da wvia inflamatdria PTGS2 com o uso de dlec de Cannabis sativa full spectrum na doenca falciforme
sob responsabilidade do pesquisador Lucas Ramos Pereira. O esludo sera realizado com trés lubos
de amostra de sangue (15mL), tratamento com dleo de Cannabis e, apds o término do tratamento
(quatro meses), mais trés tubos de sangue. Havera um risco para saide fisica decorrente da coleta
de sangue, caracterizado por alteragdes temporarias na pressdo sanguinea, coordenagio motora e
equilibrio, e do tratamento com o dleo, caracterizado por nausea e alteraglo no paladar, sendo
fortemente recomendado seguir todas as onentacdes de prescricdo do médico. Caso sinta dor
durante esse pericdo, podera fazer uso das medicagdes usuais para dor, caso necessarie. O estudo
ndo sera interrompido caso sinta dor durante esse periodo. Mo caso de aparecimento de efeitos
colaterais (nausea & alteragdo no paladar ou outro sintoma) o tratamento deve ser interrompido @ a
amostra de sangue serd excluida da pesquisa, assim como o paciente em tratamento. Ressaltamos
que o tratamento convencional s& mantera a sua disposicao.

Os beneficios que vocé terd serdo direfos, por meio de uma possivel analgesia proporcionada
pelo medicamento & indirgfos, pois contribuira para avango do conhecimento relacionado ao processo
de inflamacdo na anemia falciforme @ maneiras alternativas de proporcionar analgesia em crises de
dor.

0O pesquisador estard & sua disposigido para esclarecer qualguer divida relativa 4 sua
participagdo na pesquisa. Sua participagdo & voluntaria, o que significa que escolhera se quer ou ndo
participar, assim como podera desistir a qualquer momento, retirando seu consentimento, sem que
iss0 Ihe traga qualquer prejuizo ou penalidade.

Todas as informacdes obtidas serdo sigilosas e seu nome nao sera identificado em nenhum
momento. Os dados serBo arquivados em local seguro e a divulgagio dos resultades em congressos
efou publicagdes em revistas cientificas sera feita de forma a ndo identificar os participantes.

Se vocé sofrer qualquer dano resullante de sua paricipagao neste estudo, sendo ele imediato
ou tardio, previsto ou ndo, vocé tem direito a assisténcia integral e gratuita, pelo tempo que for
necessario, @ o direito de buscar indenizagdo, nos casos de danos decomrentes de sua participacdo
na pesquisa, o que € garantido pelo Codige Civil, Lei 10.406 de 2002, Artigos 927 & 954 & Resolugdo
CMS n® 510 de 2016, Artigo 9°, inciso 6.

Vocé sera informado de todos os resultados obtidos, independentemente do fato de estes
poderam mudar seu consentimento am participar da pesquisa. Vool ndo terd quaisquer beneficios ou
direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da pesguisa, nem custos pessoais,
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Este estudo & importante porque seus resultados formecerdo informacdes para um novo
tratamento para o quadro clinico da Anemia Falciforme.

Segundo Resolugdo 466/12 iterm IV.5, esle documento foi elaborado em duas vias gue
deverdo ser rubricadas em todas as suas paginas e assinadas por vocé e pelo pesquisador ao final
do documents, ficando uma via com cada um de nds.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e independente, criado
para defender os interesses dos participantes da pesguisa em sua integridade e dignidade e para
contribuir no desenvolvimento da pesquisa deniro de padrdes éticos, ou seja, o CEP é responsavel
pela avaliacdo @ acompanhamento dos aspectos élicos de todas as pesquisas envolveando seres
Rumanos.

Declaro que, tendo lido as informagdes aqui contidas, compreendi o objetivo desta pesquisa,
como ela serd realizada, os riscos e beneficios envolvidos e estou plenamente de acordo com &
minha participagdo e de que o pesquisador terd acesso aos prontuarios médicos relacionados ao
fratamento para Anemia Falciforme. Tambem declarc estar ciente de poder desistir de participar da
pesquisa a qualguer momento, sem quaisquer penalidades. Assim, autorizo a participacdo nesta
pesquisa, 0 acesso aos prontudrios meédicos & concordo plenamente com a utilizacido de todos os
registros oblides para fins de ensino e pesquisa, além da publicagio em revistas cientificas efou
apresentacdo em congrassos, uma vez que é assegurada a confidencialidade dos dados

MNome; R.G.
Endereco:
Fane:
de de 20
Assinatura do Farticipante Assinatura do Pesquisador(a) responsavel
0BS.: Termo apresenta duas vias, uma destinada ao participante & a outra ao pesquisador.
Mome Pesguisadona) Lucas Ramos Peraira ‘ Cargo/Funcio: Pesquisador

Instituigdo: Universidade Estadual Paulista - IBILCE/UNESP
Enderego: Laboratdrio de Hemoglobinas - R. Cristdvdo Colombo, 2265, Jd. Mazareth.

Telefone: (17) 98815-8391

Projeto submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do IBILCE/UNESP
Rua Cristdwvao Colombo, 2265. Bairro: Jardim Mazareth.
380 Jose do Rio Preto/SP — Fone 17-3221.2480 e 3221.2545
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APENDICE B — QUESTIONARIO DE ANAMNESE DOS PACIENTES

Questionario de Anamnese

Marcadores da via inflamatéria PTGS2 com o uso de 6leo de Cannabis sativa full spectrum na doenga
falciforme

Projeto Doutorado - Lucas Ramos Pereira
Esse questionario tem como objetivo investigar a situagdo clinica do paciente com Anemia Falciforme (HbSS)
atendido no sistema basico de saade do Hemocentro de Sao José do Rio Preto — SP.
A sua participagao € voluntaria e vocé pode responder com sinceridade e liberdade, pois sdo garantidos o
anonimato e a confidencialidade de todas as suas respostas.
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do IBILCE-UNESP conforme estabelece a
legislagdo e sob n® CAAE (Certificado de Apresentagao para Apreciagdo Etica) 57755422.0.0000.5466.

Dados Gerais

Nome completo (ou social) :

Data de Nascimento: Sexo biolégico:

Origem étnica:

Telefone:

Email:

Disponibilidade para a tele consulta:

Quadro Clinico

Genétipo:

Em uso de hidroxiuréia: ( )Sim( )Nao Se sim, aquantotempo?

Uso regular de anti-inflamatério? ( ) Sim( ) Nao Se sim, qual?

Uso regular de analgésicos?( )Sim( )Nao Se sim, qual? Frequéncia?
Histérico de Doenga Psiquiatrica (ansiedade, depressao, esquizofrenia, etc)? ( ) Sim( )Nao

Se sim, qual?

Uso de medicamento regular?( )Sim( )Nao  Sesim,qual?

Faz uso recreativo de Cannabis sativa?( )Sim ( )Nao

Fez transfusao sanguinea nos tltimos 3 meses?( )Sim ( )Nao

Crises de dor nos tltimos doze meses?( )Sim ( )Nao Se sim, em média quantas?
De zero a 10, sendo zero sem dor e 10 dor incapacitante, como classificaria essa dor?

Apresenta ulcera de perna?( )Sim ( )Nao Data da ultima crise:

Alguma outra complicagao clinica decorrente da Anemia Falciforme?

( )Sindrome Toracica Aguda ( )Retinopatia ( ) Sequestro Esplénico
( ) Priapismo ( )Acidente Vascular Cerebral ( ) Outro:
Internagéo nos tltimos 6 meses?( )Sim ( )Nao Data da dltima internagao:

Causa da ultima internagao:

Algum outro problema de satide que queira relatar?
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