UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E DESENVOLVIMENTO NA
REGIAO CENTRO-OESTE

ANA LIGIA BARBOSA MESSIAS

EFEITOS CLINICOS, BIOQUIMICOS E MOLECULARES EM PORTADORES DE
FIBRODISPLASIA OSSIFICANTE PROGRESSIVA ANTES E DEPOIS DO
TRATAMENTO COM ACIDO ASCORBICO, PROPRANOLOL E HESPERIDINA.

CAMPO GRANDE — MS
2024



ANA LIGIA BARBOSA MESSIAS

EFEITOS CLINICOS, BIOQUIMICOS E MOLECULARES EM PORTADORES DE
FIBRODISPLASIA OSSIFICANTE PROGRESSIVA ANTES E DEPOIS DO
TRATAMENTO COM ACIDO ASCORBICO, PROPRANOLOL E HESPERIDINA.,

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduacdo em
Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, como
parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do
titulo de Doutor.

Linha de Pesquisa: Atencdo a salde integral da
Crianca, Adolescente e Gestante.

Orientador: Prof. Dr. Durval Batista Palhares.

CAMPO GRANDE - MS
2024



Ministério da Educacao
Fundacgdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Coordenadoria de Pés-Graduagao (CPG/PROPP)
de Pos duagdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste

Br

UFMS
Ata de Defesa de Tese
Programa de Pds-Graduagao em Satde e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste
Doutorado

Aos vinte e sete dias do més de setembro do ano de dois mil e vinte e quatro, as dezoito horas, na videoconferéncia, da
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, reuniu-se a Banca Examinadora composta pelos membros: Durval
Batista Palhares (UFMS), Alexandra Maria Almeida Carvalho (UFMS), Almir de Sousa Martins (-), Deborah Ribeiro
Nascimento (IAPES) e Fabiana Alves (FASEH), sob a presidéncia do primeiro, para julgar o trabalho da aluna: ANA LIGIA
BARBOSA MESSIAS, CPF *** 186.671-**, Area de concentragdo em Satide e Sociedade, do Programa de Pés-Graduagdo
em Salde e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, Curso de Doutorado, da Fundagdo Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, apresentado sob o titulo "EFEITOS CLINICOS, BIOQUIMICOS E MOLECULARES EM PORTADORES DE
FIBRODISPLASIA OSSIFICANTE PROGRESSIVA ANTES E DEPOIS DO TRATAMENTO COM ACIDO ASCéRBICO,
PROPRANOLOL E HESPERIDINA" e orientacdo de Durval Batista Palhares. O presidente da Banca Examinadora declarou
abertos os trabalhos e agradeceu a presenga de todos os Membros. A seguir, concedeu a palavra a aluna que expos sua
Tese. Terminada a exposi¢do, os senhores membros da Banca Examinadora iniciaram as arguicdes. Terminadas as
arguicdes, o presidente da Banca Examinadora fez suas consideracdes. A seguir, a Banca Examinadora reuniu-se para
avaliacdo, e apos, emitiu parecer expresso conforme segue:

EXAMINADOR(A)

Dr. Durval Batista Palhares

(Interno)
Presidente da Banca Examinad

ASSINATURA

Documento assinado digitalmente

' \Lb DURVAL BATISTA PALHARES
g v ¥ Data: 29/09/2024 11:27:44-0300

Verifique em hitps://validar_iti.gov.br

AVALIACAO

MAprovagéo

[] Aprovacio c/ revisdo
[C] Reprovagio

Dra. Alexandra Maria Almeida Carvalho

(Interno)

Documento assinado digitalmente

Data: 30/09/2024 09:14:03-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

m Aprovagio
[C] Aprovacio c/ revisdo

[] Reprovacio

Dr. Almir de Sousa Martins
(Externo)

Documento assinado digitalmente

- ‘Lb + ALMIR DE SOUSA MARTINS
g -4 ¥ Data: 30/09/2024 18:41:30-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

MAprovacéo

[[] Aprovacao ¢/ revisao
["] Reprovacao

Dra. Deborah Ribeiro Nascimento

(Externo)

Documento assinado digitalmente

‘ !b' DEBORAM RIBEIRO NASCIMENTO
g - ¥ Data: 30/09/2024 20:24:32-0300

Verifique em hitps://validar iti. gov.br

MAprovagéo

D Aprovacao ¢/ revisao
[] Reprovacio

Dra. Fabiana Alves
(Externo)

Documento assinado digitalmente
FABIANA ALVES

Data: 01/10/2024 05:27:26-0300
Verifique em hittps://validar.iti.gov.br

MAprovacéo
D Aprovacao c/ revisao

[C] Reprovacio

Dr. Cesar Augusto Sobrinho
(Interno) (Suplente)

Documento assinado digitalmente
CESAR AUGUSTO SOBRINHO

Data: 01/10/2024 08:45:36-0300
Verifique em hitps://validar.iti.gov.br

d Aprovagio

[:] Aprovacao ¢/ revisao
[C] Reprovagio

RESULTADO FINAL: IE/APROVAQ‘\O

OBSERVACOES: 6

[C] APROVAGAO COM REVISAO

[C] REPROVACAO

Documento assinado digitalmente

 ANALIGIA BARBOSA MESSIAS
* Data: 01/10/2024 10:48:27-0300
Verifique em https://validar iti.gov.br

em tempo habil, foi clara e concisa e res- go

m
a aprovacgao da Defesa da Tese.

Assinatura do(a) Aluno(a)

Nada mais havendo a ser tratado, o(a) Presidente declarou a sessdo encerrada e agradeceu a todos pela presenca.

Pagina: 1/1 SCO/CPOS/UFMS



Dedico este trabalho aos meus pais Jodo Messias (in
memoriam) e Lucrécia Vieira Barbosa, dedico ao

meu filho Jodo Lucas Leite Barbosa.



AGRADECIMENTOS

A Deus, soberano sobre todas as coisas.

Ao Prof. Dr. Durval Batista Palhares, pela oportunidade de contribuir com esse estudo tdo relevante
para a ciéncia. Deixo aqui registrado que aprendi muito mais que teoria; levo comigo ndo apenas
o aprendizado técnico, mas também o exemplo de ética e cuidado que o senhor representa. Sua
dedicacdo e carinho com cada paciente, assim como sua disponibilidade para compartilhar
sabedoria, experiéncia e um olhar visionario sobre a pesquisa cientifica, fazem do senhor um

exemplo para todos nos.

A familia “Palhares”, Dra. Marilene, Dr. Durval e Alexandre, pela confianca no meu trabalho;
gratiddo, respeito e admiracdo eterna. O empenho e disposicao de vocés me comoveu muitas vezes.

Sempre serdo grandes exemplos de resiliéncia e determinagdo para mim!

Ao Prof. Dr. Almir de Sousa Martins, por transmitir seus conhecimentos de forma genuina e
generosa. Pelo apoio incondicional e paciéncia que recebi em momentos importantes, e a nunca
desistir, mesmo diante de desafios. Suas palavras de incentivo e conselhos foram essenciais para

que eu chegasse até aqui.

A minha mée, por me apoiar incondicionalmente, pelo incentivo diario, e por ser meu exemplo de
forca. Te amo! Ao meu filho Jodo Lucas, que sempre compreendeu minhas auséncias. Vocé foi

minha principal motivacao.

Aos membros da banca, Dra. Déborah Ribeiro Nascimento, Dra. Fabiana Alves, Dra. Alexandra
Maria Almeida Carvalho e Dr. César Augusto Sobrinho, pelas valiosas contribuicbes e

direcionamentos. E um privilégio ter a possibilidade de aprender com suas ideias e reflexdes.

A Dra. Paula Cristhina Niz Xavier pelo auxilio nas coletas e cuidado no preparo dos medicamentos

no laboratério.



Ao IAPES - Instituto de Assisténcia e Pesquisa em Educacdo e Saude — por apoiar financeiramente

o desenvolvimento deste trabalho.

Ao Programa de PoOs-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, da
Faculdade de Medicina (FAMED), da Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS).

A todos portadores da FOP, e aos voluntarios sadios, pois sem a colaboracdo de vocés ndo haveria

a possibilidade de desenvolver esse trabalho.

A Suzana Balaniuc, gostaria de expressar imensuravel e sincera gratiddo, durante essa jornada
desafiadora; carinhosamente, minha “sister” do coragdo. Sua paciéncia, aten¢do e forca me

alcancaram em varios momentos menos faceis. Sem sua ajuda e apoio, teria sido muito mais dificil.

A Lorena F. Lima, sou grata pela amizade, pelos momentos compartilhados. Sem o seu incentivo

quando me inscrevi na selecdo, este sonho ndo teria se tornado realidade.

A Leticia da Silva Oliveira, por sua competéncia e por ter tornado o final dessa jornada mais leve.

A todos amigos e colegas que de uma forma direta ou indireta, contribuiram, ou auxiliaram durante

esse estudo, levarei para a vida toda.

Ao finalizar esta etapa da minha vida académica, sinto uma profunda gratiddo por todos que
estiveram ao meu lado nesta jornada desafiadora e gratificante; eu ndo poderia ter chegado até aqui

sem 0 apoio e a orientacdo de muitas pessoas.



RESUMO

A Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP), é uma doenca congénita, genética e rara.
Caracterizada por malformacdes esqueléticas irreversiveis e intrataveis, com ossificacfes
heterotdpicas devastadoras, até 0 momento sem cura. Terapias anti-inflamatorias revelam potencial
de melhora e controle das crises agudas. O tratamento com &cido ascorbico combinado com
propranolol (FOPCON) tem demonstrado beneficios para os sintomas da FOP, por suas
capacidades antioxidantes, anti-inflamatorias e antiangiogénicas. A Hesperidina é um flavondide
antioxidante, com efeitos anti-inflamatérios, porém seu mecanismo de acdo associado ao acido
ascorbico, na estabilizacdo da FOP em alguns pacientes, € desconhecido, considerando que o
acesso aos estudos de tecido de pacientes com FOP é praticamente inviavel. Objetivo: analisar a
expressdo de mRNA de quatros genes alvo envolvidos na fisiopatolofia da FOP, sendo eles COL1,
ADRB2, TNFa e RUNX2 em células escamosas da boca (CEB), de pacientes portadores tratados
com FOPCON (n = 8), portadores tratados com FOPCON+H (n = 7), versus controles saudaveis
(n = 5), mediante tratamento durante seis meses. Comparou-se 0s resultados deste estudo com
amostras de células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC) de estudos anteriores.
Método: O RNA total foi extraido seguido por transcricdo reversa e PCR em tempo real. O perfil
de expressao relativa de quatro genes, em células escamosas da boca de pacientes com FOP versus
controle foi significativamente diferente. Teste t ndo pareado e ANOVA foram utilizados.
Resultados: as expressoes basais de mRNA, confirmaram as diferencas significativas nos perfis de
expressdo dos genes TNF-a (p < 0,05) e COL1 (p < 0,05) e também para os genes ADBR2 (p <
0,05) e RUNX2 (p < 0,05), que antes apresentou apenas tendéncias de aumento. Os tratamentos
dos pacientes FOP com o composto FOPCON (AA+PP) e FOPCON Hesperidina (AA+PP+H),
apresentou efeitos sobre a expressdo génica de COL1, TNF-a, ADBR2 e Runx2 em FOP,
caracterizando um perfil fenotipico distinto de CEB de FOP. Conclusdo: O tratamento teve efeito
na modulacdo génica. O FOPCON (&cido ascorbico + propranolol), permitiu a modulagdo dos
genes mesmo com adicdo de Hesperidina. Embora ndo exista sensibilidade no método capaz de
diferenciar o efeito potenciador da Hesperidina, ndo houve prejuizo no tratamento com FOPCON
e manteve a mesma condicdo em termos de expressdo génica. Os usos de células do epitélio bucal
se tornam um potencial material, tanto para avaliacdo do tratamento no seu aspecto clinico e na
obtencéo de dados moleculares importantes, relacionados coma fisiopatologia da FOP.

Palavras-chaves: Fibrodisplasia Ossificante Progressiva; Expressdo de mRNA da FOP; células

epiteliais; mucosa bucal; raspagens de células escamosas.



ABSTRACT

Fibrodysplasia Ossificans Progressiva (FOP) is a congenital, genetic, and rare disease. It is
characterized by irreversible and untreatable skeletal malformations, with devastating
heterotopic ossifications, and currently, there is no cure. Anti-inflammatory therapies show
potential for improvement and control of acute crises. Treatment with ascorbic acid combined
with propranolol (FOPCON) has demonstrated benefits for FOP symptoms due to its
antioxidant, anti-inflammatory, and anti-angiogenic properties. Hesperidin is an antioxidant
flavonoid with anti-inflammatory effects; however, its mechanism of action, when combined
with ascorbic acid in the stabilization of FOP in some patients, is unknown, considering that
access to tissue studies from FOP patients is practically unfeasible. Objective: to analyze the
MRNA expression of four target genes involved in the pathophysiology of FOP, namely COL1,
ADRB?2, TNFa, and RUNX2, in buccal epithelial cells (BEC) of patients treated with FOPCON
(n = 8), patients treated with FOPCON+H (n = 7), versus healthy controls (n = 5), following
treatment for six months. The results of this study were compared with samples of peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) from previous studies. Method: Total RNA was extracted,
followed by reverse transcription and real-time PCR. The relative expression profile of four
genes in buccal epithelial cells from FOP patients versus controls was significantly different.
An unpaired t-test and ANOVA were used. Results: Basal mMRNA expressions confirmed
significant differences in the expression profiles of TNF-a (p < 0.05) and COL1 (p < 0.05)
genes and also for the ADBR2 (p < 0.05) and RUNX2 (p < 0.05) genes, which previously only
showed an increasing trend. The treatments of FOP patients with the FOPCON compound
(AA+PP) and FOPCON Hesperidin (AA+PP+H) showed effects on the gene expression of
COL1, TNF-a, ADBR2, and RUNX2 in FOP, characterizing a distinct phenotypic profile of
FOP BEC. Conclusion: The treatment had an effect on gene modulation. FOPCON (ascorbic
acid + propranolol) allowed gene modulation even with the addition of Hesperidin. Although
there was no sensitivity in the method capable of differentiating the enhancing effect of
Hesperidin, there was no harm in the treatment with FOPCON, and it maintained the same
condition in terms of gene expression. The use of buccal epithelial cells becomes a potential
material, both for evaluating treatment in its clinical aspect and for obtaining important
molecular data related to the pathophysiolo of FOP.

Keywords: Fibrodysplasia Ossificans Progressiva; FOP mRNA expression; epithelial cells;

buccal mucosa; squamous cell scrapings.
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1 INTRODUCAO

A Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP) é uma doenca genética rara de heranca
autossémica dominante. Sua caracteristica principal é o desenvolvimento de ossificacdo exta
esquelética, de maneira extensiva e progressiva, um processo também conhecido como
ossificacdo heterotopica (OH), levando a incapacidade fisica cumulativa a cada crise (Pignolo,
Shore e Kaplan, 2011).

Na fisiopatologia da doenga, a via de sinalizacdo envolvendo as proteinas morfogénicas
de osso (Bone Morphogenetic Proteins- BMPSs) estdo comprometidas, devido & mutagdo em
heterozigose que ocorre no Receptor tipo 1 da Ativina (Activin A receptor, Typel - ACVR1),
ativado pelas BMPs. A alteracdo desta via durante o estagio embrionario estd correlacionada a
malformacdes multiplas durante sua ontogenia e, na vida pés-natal, corresponde a OH. Um
diagndstico de FOP é suspeito em um probando apresentando malformacdo de halux valgo,
ossificacdo heterotopica e confirmado pela identificacdo de uma variante patogénica
heterozig6tica no gene ACVR1/ALK2. (Barruet et al., 2021; Hino et al., 2015; Valer et al.,
2019; De Brasi et al., 2021).

Sua condigdo patoldgica temo como caracteristica a ocorréncia de crises agudas (surtos)
em inflamagdes locais que frequentemente culminam na formacdo de OH com perda
significativa da mobilidade dos membros, comprometendo tenddes, ligamentos, aponeuroses,
fascia e outros tecidos conjuntivos do sistema musculo esquelético, reducdo da expansdo da
caixa toracica e comprometimento da articulacdo temporomandibular. Porém os olhos, coragéo,
diafragma, musculos esfincterianos e masculos lisos viscerais, normalmente sdo poupados
(Hino et al., 2015; 2017). (Kamal e Aprilya, 2020).

Exacerbac6es agudas podem durar semanas ou meses, acompanhadas ou ndo de febre
baixa evidenciando um achado clinico, sendo que os primeiros sinais geralmente surgem antes
da primeira década de vida. No entanto, em casos menos frequentes, o primeiro episédio pode
ocorrer ja na idade adulta. A progressdo da FOP ¢ tipicamente de axial para apendicular, cranial
para caudal e proximal para distal (Goncgalves et al., 2005; Mantick et al., 2018; Pignolo et al.,
2021).

Sem tratamento curativo até o momento, intervengdes terapéuticas de abordagem
multidisciplinar ttém como objetivo principal 0 manejo sintomético da patologia, com énfase na
preservacdo da mobilidade e funcionalidade dos pacientes. O tratamento dos surtos agudos é
geralmente baseado na administracdo criteriosa de corticosteroides em altas doses, anti-

inflamatdrios ndo esteroidais e inibidores de leucotrienos, os quais oferecem analgesia e um
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controle eficiente da inflamacdo, embora ndo impecam a progressdo da ossificacdo heterotdpica
(Delai et al., 2004; Pignolo, Shore e Kaplan, 2011; 2018; Shah et al., 2019).

Dada a complexidade da etiologia dessa doenca, cujo impacto fisico é devastador, com
consequéncias emocionais e sociais para o paciente e sua familia, torna-se essencial o cuidado
multidisciplinar aos portadores de FOP, com o objetivo de prolongar sua qualidade de vida
(Kaplan et al., 2008). Com essa perspectiva, esta proposta representa uma continuidade e
expansdo das pesquisas ja conduzidas por um grupo de pesquisadores de diferentes disciplinas
e especialidades, sendo estas: Biologia Molecular, Medicina (pediatria e genética),
Odontologia, Farmacia e Bioguimica, Fisioterapia e Enfermagem.

Palhares e colaboradores tém sugerido, desde 1997, o uso terapéutico de é&cido
ascorbico (AA) (Palhares, 1997; Palhares e Leme, 2001; Palhares et al., 2010). Posteriormente,
0 AA associado ao betabloqueador ndo-seletivo propranolol, patenteado como FOPCON
(Martins et al., 2015), revelou-se eficaz no controle da doenca, diminuindo a frequéncia de
surtos e a formacgéo de osso ectopico (Palhares et al., 2019).

As pesquisas de biologia molecular conduzidas por esse grupo, proporcionaram avangos
no entendimento do comportamento da expressdo de genes envolvidos, direta e indiretamente,
nos processos de inflamacéo, fibrose e ossificacdo heterotopica, além de explorar esses genes
com o uso de FOPCON (Balaniuc et al., 2019; Nascimento, 2014; Nascimento et al., 2017,
2021; Nascimento, 2018). A continuidade desses estudos é fortalecida pela sugestdo de que a
FOP seja uma doenca de ordem inflamatdria (Barruet et al., 2018; Haviv et al., 2019).

J& estabelecida a participacdo do sistema imune (Wolken et al., 2018), resta esclarecer na
FOP a participacdo do sistema nervoso autbnomo na regulacdo da inflamacéo e nas etapas de
formacdo do osso ectopico (Salisbury et al., 2010; Salisbury et al., 2011), bem como a possivel
atuacdo coadjuvante do sistema renina angiotensina no controle da doenca em resposta ao uso
do betabloqueador néo seletivo combinado ao acido ascérbico (Balaniuc et al., 2019).

E importante destacar que o tratamento com FOPCON foi proposto baseado nas
capacidades anti oxidativa e anti-inflamatdria do acido ascérbico (AA), bem como sua atividade
na sintese de colagenos, associados ao potencial efeito antiangiogénico do propranolol (PP)
(Palhares et al., 2019). Até o presente momento, nenhum outro grupo de pesquisa avaliou o
efeito desses compostos em pacientes com FOP, antes e ap0Os tratamento in vivo, de forma
controlada e continua.

Recentemente, este grupo de pesquisa tem se interessado pelos beneficios da
Hesperidina (HSD), um flavonoide antioxidante com potencial para melhorar doencgas

associadas ao estresse oxidativo e disturbios relacionados a obesidade, devido aos seus efeitos
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antiadipogénico, anti-inflamatorio, antioxidante e anti-hipercolesterolémico (Haidari et al.,
2015).

A HSD ¢ um bioflavonoide extraido da casca da laranja, reconhecido por seus beneficios
no combate ao estresse oxidativo, por estimular o processo de osteogénese e por contribuir para
a reducdo da neovascularizacdo e inflamacdo (Mosqueda-Solis et al., 2018).

As acbBes farmacoldgicas relatadas, incluindo atividades anti-hiperlipidémicas,
cardioprotetoras, anti-hipertensivas e antidiabéticas, sdo atribuidas principalmente a sua acao
antioxidante e a supressdo da producdo de citocinas pro-inflamatorias. Com base nas
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, inibidoras do estresse oxidativo e
antiangiogénicas da HSD, surge a possibilidade de potencializar os efeitos do FOPCON (acido
ascorbico + propranolol) por meio da adi¢cdo de uma dose diaria de HSD ao tratamento na forma
de &cido ascérbico + Hesperidina (AA+H), administrada entre as doses regulares de FOPCON
desacelerando o processo inflamatoério e osteogénico (Palhares, 1997; Palhares e Leme, 2001,
Palhares et al., 2010; Nascimento et al., 2019).

Acredita-se também que a ingestdo diaria de doses terapéuticas de HSD, dado seus
efeitos anti-inflamatdrios, antioxidante e anti-angiogénico, possa ampliar os efeitos benéficos de
FOPCON no processo inflamatério e osteogénico, com a hipétese de uma possivel reducdo dos
episédios de surtos e consequentemente, amenizando a fisiopatologia da formacdo de o0sso
ectdpico tipico, nas crises da fibrodisplasia ossificante progressiva.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou um estudo in vivo, de tratamento clinico
acompanhado de uma analise de genes alvo da FOP, utilizando-se esfregaco de células
escamosas da boca (CEB) como material biolégico ndo invasivo para teste do efeito do
tratamento no nivel molecular.

O objetivo principal foi confirmar o papel dos genes alvo na fisiopatologia da FOP, além
de avaliar sua participacdo no controle da inflamacdo e na prevencédo da ossificagdo heterotdpica,
quando modulados em resposta ao tratamento com &acido ascorbico e propranolol (FOPCON) e

ao tratamento com FOPCON e uma combinacdo de acido ascorbico + Hesperidina (AA+H).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP)

A fibrodisplasia ossificante progressiva (FOP) foi inicialmente mencionada pelo médico
francés Guy Patin, em 1692. Apo6s alguns anos, foi descrita cientificamente no ano de 1736, pelo
médico John Freke, do Saint Bartholomew’s Hospital, em Londres, em uma carta dirigida a
Royal Society of Medicine, datada de 14 de abril de 1736 e publicada em 1740 (Kaplan et al.,
2008; Pignolo etal., 2021).

Em 1918, Jules Rosenstirn apresentou uma revisdo extensa da literatura com 115 casos
da doenca (Gongalves et al., 2005; Garcia-Pinzas et al., 2013). Em 2006, Stonham, Burton-
Fanning e outros médicos relataram pacientes de diferentes géneros, idades e até mesmo familias
inteiras com FOP e seus fenotipos (Shore et al., 2006). A doenga ficou inicialmente conhecida
como Miosite Ossificante Progressiva, mas foi oficialmente renomeada como Fibrodisplasia
Ossificante Progressiva na década de 1970 pelo Dr. Victor McKusick, da Escola de Medicina
da Universidade Johns Hopkins.

Apesar de sua baixa prevaléncia, cerca de 0,6 - 1,3 casos por milhdes de individuos, tem
agregado espaco de discussdo em ambito mundial devido & condicdo altamente limitante
incapacitante que proporciona aos acometidos, em um curto intervalo de tempo (Dias et al.,
2022). N&o hé predilecdo étnica, racial, de género ou geogréfica para FOP, e é descrita como a
doenca mais catastrdfica entre os transtornos de OH em humanos (Pignolo, Shore e Kaplan,
2011; Miao et al., 2012; Qi et al., 2017; Kaplan et al., 2008).

Estima-se que existam, aproximadamente, 900 casos de FOP em todo o mundo, sendo
descrita uma prevaléncia de 0,65 por milhdo na América do Norte, 0,47 por milhdo na Europa
ocidental e 0,27 por milhdo de habitantes na América Latina. Os dados sobre a FOP no Brasil
ainda séo escassos, com poucos relatos semelhantes na literatura (Pignolo et al., 2021; Silva et
al., 2022).

Criancas com FOP aparentam ser normais ao nascer, exceto pelas malformagdes
congénitas dos deddes dos pés. Durante a primeira década de vida, ocorrem episddios
esporadicos de inchagos dolorosos em tecidos moles (surtos), geralmente desencadeados por
lesbes em tecidos moles, injecdes intramusculares, infecgdes virais, alongamentos musculares,
quedas ou fadiga (Pignolo et al., 2011).

Os surtos sdo geralmente esporadicos e imprevisiveis, transformando mdsculos,

tenddes, ligamentos, fascias e aponeuroses em 0sso heterotdpico, pela inflamagéo subjacente



19

tornando o movimento inviavel devido a calcificagdo dos musculos e anquilose de todas as
articulagdes (Dzukou et al., 2005).

Apos surtos repetidos em diferentes areas, ocorre a ossificacdo progressiva e cumulativa
dos tecidos moles, gerando efeitos debilitantes permanentes na FOP com risco aumentado
envolvendo os quadris, punhos e joelhos somados com a idade, sendo a mandibula tipicamente
uma das ultimas areas criticamente envolvidas (Kaliya-Perumal, Carney e Ingham, 2020).

Alguns pacientes podem apresentar limitacdo da abertura da boca por encurtamento do
esternocleidomastdideo e da musculatura proxima da articulagdo témporo-mandibular, gerando
dificuldades na fala, degluticéo e alimentacéo, resultando em desnutri¢do e redugdo gradual de
peso, perda da acuidade auditiva por calcificagbes e fusdes de ligamentos, tendGes e 0ssos do
ouvido médio (Bridges et al., 1994; Connor, Evans, 1982; Delai et al., 2004; Kaplan et al.,
2011; Pignolo et al., 2011; Paim et al., 2003; Freire et al., 1995).

Os efeitos debilitantes da FOP comegcam a se tornar fatais quando ocorre o
envolvimento dos musculos intercostais, articulages costovertebrais e tecido mole para
vertebral toracico, resultando na sindrome da insuficiéncia toracica. Os pacientes acabam indo
a Obito devido as complicacbes cardiorrespiratérias, como pneumonias ou insuficiéncia

cardiaca direita, com expectativa media de vida, a cerca de 40 anos (De Brasi et al., 2021).

2.2 Histologia e Fisiopatologia da FOP

Uma andlise histoldgica dos estagios de formacéao de lesdes de FOP revelou que uma
fase de destruigdo tecidual antecede uma fase de proliferacdo do tecido. Na primeira fase, ocorre
a formacdo de lesbes na FOP envolvendo inflamacdo e destruicdo de tecidos conjuntivos
afetados, caracterizado por intenso infiltrado mononuclear e perivascular envolvendo
macréfagos, linfécitos e mastdcitos. A segunda fase, por sua vez, apresenta substituicdo de
desenvolvimento de tecido novo (Hino et al., 2015; Shore e Kaplan, 2010).

A formacéo de lesGes na FOP envolve inflamacéo e destruicdo de tecidos conjuntivos
(fase 1) seguida por uma fase de substituicdo de desenvolvimento de novo tecido (fase 2). A
evidéncia histoldgica inicial de inducdo de lesdo é a presenca de linfocitos perivasculares
abundantes (estagio 1A) em tecido conjuntivo, como musculo esquelético. Os linfocitos se
expandem para o tecido (estagio 1B) e a perda da estrutura do tecido conjuntivo segue (estagio
1C). A medida que o tecido é degradado, ele é rapidamente substituido por células

fibroproliferativas (estagio 2A). Angiogénese e vascularizacdo ocorrem (estagio 2B), seguidas
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por condrogénese e osteogénese (estagio 2C) e a formagdo de 0sso heterotdpico.

Figura 1 — Representacdo esquematica histoldgica dos estagios de ossificacdo heterotopica
endocondral na FOP, dividida em 2 fases principais: 1) inflama¢ao com destruicdo de tecidos

conectivos, e 2) formacgéo o0ssea.

N ¢ - )
QP ‘0 O (=]
o |~ 5 o
= o
rj 00 3 -
\Jfco. b f P o
>&
M (o MmO
Oe & [ & o - [+]
ol e Heterotopic bone
18 ic 24 2B 2C
Intramuscular Muscie Fibvoproliferation Chondrogenesis Osteogenesis
Invasion degradation and angiogenesis
Phase 1 Phase 2
™ S .
o y N O & ) o @
.‘." P oo - @ 2 o o o
Muscie cell Lymphocytes Degrading Fibroblast Blood Prolilerating Transitioning Hypertrophic Dsteocytes
muscie cell vesse| chondrocyte  chondrocyte chondrocyte

Fonte: Adaptado de Shore e Kaplan, (2010).

A fisiopatologia da doenca esta relacionada as mutacdes genéticas especificas que
afetam a regulacdo da formacdo dssea. Em 2006, apds muitos anos de estudos, a equipe do Dr.
Frederick Kaplan (Escola de Medicina da Universidade da Pensilvania) identificou a base
molecular da FOP e mapeou o gene causador da doenca, chamado de ACVR1, que esta localizado
no cromossomo 2qg23-24, gene que codifica o receptor de ativina A tipo I, também conhecido
como ALK2 (activin like kinase 2). Devido a mutacdo do gene, ocorre uma desregularizacdo da
producdo de Proteina Morfogenética Ossea - (BMP), (do inglés, bone morphogenetic protein),
onde existe a calcificagdo dos tecidos conectivos (Shore e Kaplan et al., 2010).

No gene mutado, tanto nos casos hereditarios como nos esporadicos, observa-se, na
maioria dos casos, a idéntica substituicdo de nucleotideo Unico heterozigédtico (c.617G>A —
guanina por adenina na posicdo 617) que altera 0 aminoacido arginina para histidina no cédon
206 (R206H), no dominio intracelular de glicina-serina (GS) (Shore et al.,2006), podendo
ocorrer variagdes adicionais dentre dessas sequéncias.

O gene ACVR1 mutado (R206H) provoca alteragbes na configuragdo estrutural da
proteina ACVRL1, que permite a ativacdo desregulada da via de sinalizagdo BMP/SMAD,
desencadeando processos de diferenciacdo osteogénica em tempo e local inadequados (Hino et
al., 2015; Valer et al., 2019).
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Modelos experimentais in vivo e in vitro demonstraram a ativacéo do receptor ACVR1
mutado pela alteracdo do pH decorrente de hipoxia tecidual (Olmsted-Davis et al., 2007; Wang
etal., 2016).

Até 0 momento, os pacientes relatados apresentaram mutagdes heterozigéticas no gene
que codifica a ativina A tipo | (ACVR1), sendo ele responsavel por codificar o receptor de
proteina BMP (proteina morfogenética 0ssea) tipo 1, tornando-o hiperativo e desregulando a

sinalizacdo de sua via (Kaliya-Perumal, Carney e Ingham, 2020).

Figura 2 — Representagdo esquematica atualizada do ACVR humano, indicando dominios e

localizagdes de mutagdes do gene ACVR1/ALK2. GS, glicina-serina.
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O receptor BMP tipo | faz parte da via de sinalizacdo BMP/SMAD, que é essencial para
a regulacdo do desenvolvimento 0sseo. As proteinas SMAD recebem sinais de fatores que
regulam o crescimento e promovem a diferenciacdo celular, sendo ativadas quando o0s
receptores de membrana (BMP ou TGF-beta) se conectam aos seus ligantes (Trumpp et al.,
2023).

As proteinas SMAD sdo transportadas para o nucleo das células, onde regulam a
expressdo de genes relacionados ao crescimento e desenvolvimento celular. A ativagdo anormal
dessa via leva a uma cascata de eventos moleculares que resultam na diferenciacéo e proliferacdo
excessiva de células precursoras de osteoblastos (células que produzem osso) (Elamin, lbrahim
e Omer, 2022).

A sinalizagdo BMP. (A) BMPs se ligam a complexos de receptores BMP de
serina/treonina quinase tipo I e tipo Il, como ACVRL1, na superficie celular para ativar a
transducdo de sinal intracelular via R-SMADs SMAD1/5/9. SMAD1/5/9 fosforilado forma um
complexo com o comediador SMADA4 e se transloca para o nlcleo, onde regula a transcrigdo
que impulsiona a ossificacdo endocondral.

(B) Ao se ligar a activina A, complexos de receptores BMP tipo | e tipo Il ativam a
transducdo de sinal intracelular via SMADZ2/3, que ativa um programa de transcri¢éo que regula
a inflamacdo. (C) ACVR1 carregando uma mutacdo FOP (mais frequentemente a substitui¢ao
R206H) no dominio glicina-serina intracelular produz melhor resposta a véarios ligantes BMP
iniciando a sinalizacdo via SMAD1/5/9, mas também responde a varios ligantes activina,
favorecendo assim a ossificacdo endocondral ao desencadear um programa de expressao génica
osteogénica. BMP, proteina morfogenética 6ssea; Co-SMAD, SMAD parceiro comum; P,
fosforilacdo; R-SMAD, SMAD regulado por receptor (Figura 3) (Kaliya-Perumal, Carney e
Ingham, 2020).



Figura 3 — Modelo esquematico de sinalizagdo BMP na Fibrodisplasia Ossificante
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2.3 Quadro clinico e diagndéstico da FOP
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A apresentacdo clinica da FOP cléssica € caracterizada pela combinacdo de anomalias

congénitas nos pés e pelo desenvolvimento progressivo de ossificacdes, devendo ser

considerada em individuos que apresentem o0s seguintes achados clinicos e radiogréficos:

deformidade congénita do halux valgo ou outras malformacdes do halux, frequentemente

bilaterais; ossificacdo heterotdpica progressiva, manifestando-se como uma massa palpavel,

que pode surgir espontaneamente ou em resposta ao trauma de tecido mole; além de inchaco

doloroso e recorrente do tecido mole (surtos), ocorrendo na forma de nédulos no couro cabeludo

durante a infancia (Dogan et al., 2023; Kaplan et al., 2012; Pignolo et al., 2013).

Os pacientes com o fendtipo classico da FOP, que abrangem cerca de 92% dos casos,

possuem a mutacdo candnica do gene ACVR1/ALK2 ¢.617G>A (p.R206H), apresentam tanto

malformacdes congénitas tipicas do halux quanto a OH progressiva (De Brasil et al., 2021).

Relatérios recentes documentaram OH de inicio tardio e auséncia de malformagdes
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caracteristicas do deddo do pé entre pacientes com mutacles atipicas, que sdo, portanto,
categorizados como variantes da FOP (Kaliya-Perumal, Carney e Ingham, 2020).

No grupo variante FOP, ha variacdo de uma ou ambas as caracteristicas principais da
FOP (halux valgo e OH), e alguns pacientes com FOP, podem apresentam uma ou mais
caracteristicas atipicas, além das classicas, e sdo categorizados como FOP-Plus. Esses sinais
atipicos incluem osteocondromas tibiais, malformacdes espinhais e colo femoral largo,
malformacdes do polegar, comprometimento cognitivo, perda auditiva condutiva, risco
aumentado de nefrolitiase relacionada a hipercalcitria conforme a idade, afinamento difuso do
couro cabeludo, glaucoma entre outras (Pignolo, Shore e Kaplan, 2011).

A FOP é uma doenca 6rfa, muitas vezes confundida com outras patologias. Quando
acompanhada de diagnostico tardio ou manejo terapéutico inadequado, favorece a evolucao
precoce do quadro clinico para a cadeira de rodas no final da segunda década de vida ou restrito
ao leito devido a osteogénese. A identificagdo dos sinais congénitos episddicos e correlacdo
com a FOP ¢ de extrema importancia, sendo suficiente para um diagnostico funcional (Pignolo,
Shore e Kaplan, 2011; Kaplan et al., 2008).

E necessario um alto grau de suspeita para estabelecer o diagndstico com base apenas
na apresentacdo clinica. O diagnostico tardio ou incorreto, pode permitir a realizacdo
desnecessaria de exames inapropriados, como cirurgias, bidpsias e inje¢des intramusculares que
podem causar edemas e massas dolorosas que aparecem espontaneamente ap6s o trauma local
(Kitterman et al., 2005; Paim et al., 2003; Delai et al., 2005). Embora as investigacoes
bioquimicas e radiologicas possam fornecer informacdes Uteis sobre o processo da doenga,
qualquer tipo de procedimento invasivo é contraindicado, pois induz inflamacdo local e,
eventualmente, OH (Kaplan, Chakkalakal e Shore, 2012).
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Figura 4 - Hallux Valgus. Sinal patognoménico da FOP: (A) crianca e (B) adulto.

A B

Fonte: arquivo pessoal (2021; 2022).

Em um estudo de Harrison et al. (2005), dos 15 pacientes participantes, todos apresentavam
halux valgo (grande dedo do pé), como malformacgédo determinante da FOP. Infelizmente, uma
errbnea interpretacdo do halux valgo pode levar profissionais incautos a tentarem corrigir uma
suposta deformidade juvenil desse dedo valgo, exacerbando a ossificacdo heterotopica, em

decorréncia do trauma (Cremin, Connor e Beighton, 1982; Cohen et al., 1993).

Figura 5 — Ossificagdo heterotopica na regido dorsal, proximal.

Fonte: arquivo pessoal (2022).
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As primeiras formacdes de 0sso ectdpico geralmente acontecem durante a primeira
década de vida, marcadas por episodios agudos ou crises chamadas de "surtos". A ocorréncia e
a frequéncia dos surtos sdo imprevisiveis, variando de crises repetidas até periodos longos de
laténcia (Bauer et al., 2018). A gravidade e o tamanho das agudiza¢fes podem variar em alguns
casos, sendo possivel que ocorra uma diminuicdo espontanea dessas manifestacdes (Delai et
al., 2004; Kaplan et al., 2010).

Os episédios de ossificagdo heterotopica, seguem com um padrdo anatdmico
especifico, sendo vistos pela primeira vez na regido dorsal, axial, regides cranianas e proximais

do corpo, incluindo cifoescoliose ou lordose toracica (Pignolo, Shore e Kaplan, 2011).

Figura 6 — Padrdo limitante anatdmico de progressao das ossificagdes heterotopicas.

Fonte: arquivo pessoal (2021; 2022).

Para individuos acometidos pela FOP, trata-se de uma metamorfose dolorosa, com
imobilidade progressiva, representando um obstaculo a sua liberdade de movimentos ao longo
da vida. Como resultado, a FOP acarreta consequéncias fisicas, psicologicas e sociais
profundamente negativas para o paciente (Kaplan et al., 2008).

Ainda ndo esclarecido na literatura, a experiéncia clinica de Palhares e colaboradores
permite afirmar que frequentemente os surtos podem, também, ser desencadeados por estagios
agudos de causa emocional (Palhares et al., 2019). Para a confirmac¢do do diagndstico, a

identificacdo de uma variante patogénica heterozigética no gene ACVR1 é realizada por meio
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de testes genéticos moleculares. Essa abordagem molecular é essencial para estabelecer o
diagnostico definitivo da FOP, permitindo uma compreensdo mais precisa e direta da base

genética da doenca (Akesson e Savarirayan, 2020).

2.4 Abordagem terapéutica da FOP

Até o momento, ndo existe cura para a FOP. Os tratamentos disponiveis sao
principalmente direcionados ao controle dos sintomas, e dor , visando minimizar & formacao de
0sso heterotopico, porém sem reverter a condi¢do ou impedir sua progressdo (Kaplan, Kaplan e
Shore, 2012).

Para 0 manejo dos surtos da FOP, s&o utilizados tratamentos para controle dos sintomas
da doenca. Esses tratamentos foram agrupados no guia: “The medical management of
Fibrodysplasia Ossificans Progressiva: current treatment considerations”. Nesse guia estdo todos
0s tratamentos e estudos que mostram como deve ser realizado o manejo dos pacientes com FOP
utilizando: corticoides, inibidores de mastdcitos, anti-inflamatorios ndo esteroides, inibidores
de ciclooxigenase 2, bifosfonatos, relaxantes musculares, transplantes de medula 06ssea,
Rosiglitazone, agonistas de receptores de &cido retindico e tratamentos comumente utilizados
para dor, incluindo analgésicos narcoticos (Kaplan et al., 2011).

O tratamento da FOP envolve uma abordagem multidisciplinar que se concentra em
controlar a inflamacgdo aguda, preservar a mobilidade e a qualidade de vida dos pacientes.
Intervengdes essenciais incluem evitar procedimentos cirurgicos desnecessarios, com a
prescri¢do de corticosteroides profilaticos em altas doses (Smilde et al., 2022).

Nas primeiras 24 horas € indicado o uso da predinisona, com dose recomendada de 2
mg/kg/dia, para crises agudas, com dose maxima de 100 mg, administrada em dose Unica diaria
por 4 dias, seguida por mais 10 dias de tratamento continuo, enquanto persistirem os sintomas.
Além disso, a predinisona, na dose de 1 a 2 mg/kg por via oral, uma vez ao dia durante 3 a 4
dias, é frequentemente empregada na prevencdo de crises apos lesdes graves de tecidos moles
ou procedimentosodontoldgicos e cirdrgicos (Pignolo et al., 2011; De Brasi et al., 2021). Outros
medicamentos tém sido investigados como opgdes terapéuticas, incluindo anti-inflamatérios
nédo esteroides (AINES), inibidores de COX-2, inibidores de leucotrienos, como montelucaste
de sddio e estabilizadores de mastocitos.

Esses medicamentos podem desempenhar um papel importante no controle da
inflamacdo e no alivio dos sintomas em pacientes com FOP, com o objetivo de melhorar sua

qualidade de vida (Gencer-Atalay et al., 2019). Em situagdes em que 0s corticosteroides ndo séo
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indicados, ou quando seu uso é descontinuado, os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) ou
inibidores seletivos da ciclooxigenase-2 (COX-2) podem ser empregados no tratamento das
crises de FOP. No entanto, é importante observar que ndo ha evidéncias de que o tratamento
crénico com esses medicamentos previna surtos de FOP (Gencer-Atalay et al., 2019; De Brasi
etal., 2021).

No entanto, eles sdo frequentemente utilizados para aliviar a dor e a inflamacédo
durante os episodios agudos da doencga. Vale ressaltar que, embora existam tratamentos
adicionais que tém sido explorados de forma experimental e aneddtica no manejo sintomatico
das crises de FOP, ainda h& escassez de publica¢des e dados clinicos concretos sobre a eficacia
dessas abordagens (De Brasi et al., 2021).

Além dos tratamentos descritos no guia, ha, ainda, o manejo da FOP descrito por
Palhares colaboradores, utilizando acido ascoérbico que demonstrou melhora dos sintomas,
reducdo dos surtos, e estabilizacdo transitoria da crise, quando o acido ascoérbico foi utilizado
com etidronato dissédico (Palhares, 1997; Palhares e Leme, 2001; Palhares et al., 2010;
Nascimento et al., 2018).

Um estudo conduzido em pacientes com FOP apresentou resultados notaveis na
prevencdo de surtos da doenca, a partir da combinacdo de 14 mg de propranolol e 250 mg de
acido ascorbico (vitamina C) (FOPCON), administrados por via oral, trés vezes ao dia. Durante
o0 tratamento, mesmo apods sofrerem quedas acidentais com lesbes documentadas, nenhum deles
desenvolveu surtos agudos ou sequelas como resultado desses incidentes, indicando que a
combinacdo de &cido ascérbico e propranolol pode ser eficaz na profilaxia de surtos de FOP
(Palhares, 1997; Palhares et al., 2019).

O tratamento com FOPCON tem sido proposto por suas capacidades anti oxidativa e
anti-inflamatéria do acido ascérbico (AA), bem como sua atividade na sintese de colagenos,
associados ao potencial efeito antiangiogénico do propranolol (PP) (Palhares et al., 2019).
Embora muitos estudos sobre FOP tenham sido realizados, o conhecimento sobre a historia
longitudinal da FOP ainda é desconhecida e estudos clinicos precisam ser realizados para que se
entenda os mecanismos envolvidos nos surtos da doenga, e em que momento cada tratamento
é mais eficaz (Kaplan et al., 2017).

Estudos de biologia molecular, realizados pelo mesmo grupo, tém aprofundado o
entendimento sobre a expressdo de genes envolvidos, de forma direta e indireta, nos processos
de inflamacédo, fibrose e ossificacdo heterotdpica, bem como o comportamento dos mesmos
mediante o uso de FOPCON (Balaniuc et al., 2019; Nascimento, 2014; Nascimento et al., 2017;

2021; Nascimento, 2018). Até o presente, nenhum outro grupo de pesquisa explorou o efeito
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desses compostos em portadores de FOP, antes e depois de tratamento in vivo, controlado e

continuo.

2.5 Flavonoides e potencial efeito antioxidante, antiflamatério e angiogénico

Os flavonoides sdo fitoquimicos naturais com efeitos terapéuticos, atuando na
prevencdo de diversas doengas, exercendo poucos efeitos adversos e tém baixa ou nenhum cito
toxicidade para células saudaveis e normais do ser humano (Harborne e Williams, 2000; Pietta,
2000).

Embora ndo sejam completamente compreendidos pela farmacologia moderna, 0s
flavonoides possuem diversas e significativas propriedades terapéuticas relatadas na literatura,
e pertencem a um grupo de compostos fendlicos encontrados em diversas plantas, estudados
tanto por sua forma livre quanto aos glicosideos, e suas propriedades antioxidante, anti-
inflamatdria, hipolipidémica, antiviral, anti tumoral, entre outras (Garg et al., 2001, Benavante-
Garcia e Castillo, 2008).

Dentre os flavonodides, destacamos a Hesperidina (HSD) reconhecida por suas
atividades biologicas e beneficios associados, sendo um glicosideo, da subclasse das flavanonas
(encontrada em frutas citricas como laranjas, limGes ou toranjas), e possui potencial anti-
inflamatdrio, antiviral, hipolipidémica e antioxidante, considerados essenciais para a saude
humana) (Maldonato et al., 2020, Dourado, 2009).

A HSD foi isolada pela primeira vez em 1828, pelo quimico francés Lebreton, através
da camada interna branca de cascas de frutas citricas. Sua forma aglicona é chamada
Hesperitina (HST), e devido as suas atividades bioldgicas foi chamada de bioflavandide (Garg et
al., 2001).
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Figura 7. Estrutura molecular da Hesperidina
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Fonte: Adaptado de Victor et. al., 2020.

Estudos anteriores demonstram que a HSD na sua forma aglicona Hesperitina (HST) é
capaz de atravessar as barreiras fisicas do nosso organismo e atuar no cérebro principalmente
contra o estresse oxidativo (Hwang, Shih e Chin, 2012). Esses dois flavonoides de espécies
citricas possuem varias propriedades bioldgicas semelhantes. Seus efeitos benéficos tém sido
referidos na funcdo cutanea, como cicatrizagdo de feridas, protecdo UV, antimicrobiano e
clareamento da pele (Roohbakhsh et al., 2014).

Pesquisas tém relacionado flavonoides a promissores farmacos naturais, com a redugéo
dos lipideos sanguineos, capacidade de modificar a biossintese de eicosanoides (resposta anti-
prostanoide e anti-inflamatdria), proteger colesterol-LDL da oxidacéo (inibindo a formacéo de
placa aterosclerdtica) e proteger colesterol-LDL da oxidagdo, inibindo formacéo de placas de
ateroma (Oliveira et al., 2010).

A maioria dos polifendis apresenta baixa biodisponibilidade in vivo, o que limita sua
aplicacdo na administracdo oral de medicamentos, sendo que esta, pode estar relacionada a
baixa solubilidade em agua (Kaur e Kaur, 2014). A excre¢do pode se dar através da bile ou
transporte pela corrente sanguinea até os tecidos periféricos, onde atuam na prevencdo do
estresse oxidativo e de doencas cronicas (Hollman e Catan, 1997; Tapiero et al., 2002; Liu,
2004; Corocho e Ferreira, 2012).

O tratamento com HSD atenuou as alteracdes neuro quimicas induzidas por
estreptozotocina (STZ) em ratos diabéticos, evidenciado pelo aumento dos niveis de
monoaminas no cérebro, nomeadamente, noradrenalina (NE), dopamina (DA) e serotonina (5-
hidroxitriptamina; 5-HT). Todos estes efeitos do HSD foram semelhantes aos observados como
antidepressivo estabelecido por suas atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias, pelo

aumento da neurogénese e pelas mudancas nos niveis de monoaminas no cérebro (El- Marasy
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etal., 2014), gerando beneficio direto e indireto ao portador de FOP.

A angiogénese ¢ uma condicao de formacao de novos vasos sanguineos a partir de uma
vasculatura pré-existente (Ferrara, 2001; Ferrara, Gerber e Lecouter, 2003). A angiogénese
depende da proliferacdo de células endoteliais, que tém a caracteristica de fazer o revestimento
dos vasos sanguineos. Existe a angiogénese normal ou fisiologica, por exemplo, quando ha
necessidade de reparar um tecido lesado por trauma, como na embriogénese, entre outros.

Porém, certas condi¢es oriundas de doengas, como acontece, nas neoplasias, artrite
reumatoide, doengas vasculares, etc., trata-se de angiogénese patologica (Folkman, 2004;
Folkman e Klagsbrun, 1987; Ribatti, 2005; Rao; Lee; Ge, 2015). A angiogénese tem como fator
pro-angiogénico, o Fator de Crescimento endotelial vascular (VEGF) (Senger et al.,1983). A
VEGF esta entre as moléculas que regulam a angiogénese tumoral (Ferrara, 2001).

Evidéncias recentes sugerem o fator de crescimento endotelial vascular VEGF como o
principal fator de angiogénese tumoral, promovendo o crescimento tumoral, invasdo e
metéstase (Detmar, 2000; Rao, Lee e Ge, 2015).

O VEGF é um forte mitégeno angiogénico e desempenha papel fundamental na
angiogénese sob uma variedade de condicGes fisiopatologicas. A atividade angiogénica in vivo
do VEGF secretado pode ser regulada por inibidores extracelulares (Inoki et al., 2002). Esta
atividade estaria sendo regulada principalmente pela expressdo génica das isoformas do VEGF
e seus receptores nos tecidos locais. No entanto, pesquisas revelaram que o VEGF € expresso
em varios tecidos, incluindo tecidos hipovasculares e avasculares, como cartilagem na placa de
crescimento (Gerber et al., 1999; Carlevaro et al., 2000; Nicolas et al., 2019).

Fisiologicamente, a cartilagem articular é um tecido avascular tipico e resistente a
angiogénese. Portanto, essas observacdes sugerem que em alguns tecidos, como a cartilagem,
0 VEGF pode existir como uma forma inativa na matriz extracelular (MEC) por meio da
interacdo dindmica com algumas moléculas, como componentes da propria MEC.

Corroborando, pesquisas demonstraram que o Fator Plaquetario 4 (PF-4), que atua como
mediador e regulador do processo inflamatdrio, e as formas soltveis dos receptores de VEGF,
demonstraram se ligar ao VEGF 121 e 165 atenuando a proliferacao de células endoteliais € a
angiogénese pelo VEGF (Maione et al., 1990; Gengrinovitch et al., 1995; Goldman et al., 1998).

Ha evidéncias relevantes que sugerem que a angiogénese e a inflamacgéo crénica sdo co

dependentes. Estudos recentes comecaram a revelar a natureza dessa ligacdo, que envolve tanto
0 aumento da infiltracdo e proliferacdo celular quanto os papéis sobrepostos de fatores
reguladores de crescimento e citocinas (Jackson et al., 1997).

A L-arginina, um precursor do oxido nitrico (ON), tem demonstrado forte estimulante
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da angiogénese. O ON, por sua vez, € produzido no tecido granulomatoso pelo endotélio e
macrofagos pela ON-sintaxe induzivel (Appleton; Tomlinson; Willoughy, 1996), sendo um
importante mediador de destruicdo tecidual e edema na inflamacéo.

Ja o VEGF estimula a proliferacdo de células endoteliais de forma ON-dependente, bem
como a permeabilidade vascular in vivo (Morbidelli et al., 1996).

Além destes, outros mediadores inflamatorios também podem induzir a expressdo de
VEGF como prostaglandina-2 (PGE2), Interleucina do tipo 6 (IL-6) e Interleucina do tipo 1
(IL-1) mostraram aumentar os niveis de VEGF mRNA (Ben-Av et al., 1995; Cohen et al., 1996;
Mendonca, 2019). O VEGF também parece ser regulado pela concentracdo de oxigénio, com
hipdxia induzindo sua expressao (Shweiki et al., 1995; Nicolas et al., 2019). Assim, durante o
crescimento do tecido inflamatorio, as condi¢des hipdxicas, aliadas a altas concentracdes de
mediadores inflamatérios podem resultar no aumento da producdo de VEGF (Jackson et al.,
1997; Nicolas et al., 2019).

Portanto, os antagonistas do VEGF podem ser tdo promissores contra a inflamacéo
quanto contra a angiogénese, visto que muitas pesquisas vém estudando essa vertente como
estratégia anti tumoral e contra doencas como granuloma piogénico (inflamacdo granulomatosa
esponjosa) (Hu, Fan, 1995). Vérios estudos ja demonstraram que anticorpos contra TNF-a eIL,
como também, inibicdo de producdo de citocinas demonstram uma resposta especifica na
reducdo da angiogénese (Spisni et al., 1992; Auerbach; Auerbach, 1994; Folkman et al., 2004;
Liu et al., 2020; Ribatti, 2005).

De modo geral, essas flavanonas tém sido estudadas como uma estratégia para o
tratamento de doencas 0sseas, por ter potencial terapéutico para controle da progressdo de

doencas metabdlicas, autoimunes ou inflamatoria.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar aspectos moleculares em pacientes portadores de FOP mediante tratamento

com &cido ascérbico, propranolol e Hesperidina.

3.2 Objetivos especificos

Para o alcance do objetivo geral, sdo elencados os seguintes objetivos especificos:

a. Utilizar primers de oligonucleotideos especificos para o estudo da expressdao de mRNA de
genes alvo codificadores para marcadores de inflamagéo;

b. Obter RNA total de CEB de portadores de FOP e voluntario controle, antes e depois do
tratamento com FOPCON + Hesperidina;

c. Analisar comparativamente a expressao relativa dos genes alvo em CEB de individuos
portadores de FOP e individuos saudaveis;

d. Analisar comparativamente a expressdo basal dos genes alvo de portadores de FOP tratados
e ndo tratados com FOPCON e FOPCON + Hesperidina, com individuos saudaveis/controle;

e. Analisar comparativamente a expressao dos genes alvo de portadores de FOP em PBMC e
CEB.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de uma pesquisa clinica e experimental desenvolvida no Laboratério de
Pesquisas Pediatricas da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), situado no
prédio da Faculdade de Medicina (FAMED). A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa no ano de 2021 sob o n° 4.763.072 do Parecer de Aprovacdo da UFMS mediante a
submissdo na Plataforma Brasil; os participantes foram arrolados apds esclarecimentos e

assinatura do termo de consentimento (TCLE/TALE). (Anexo A e B).

4.2  Participantes da pesquisa

O grupo de pesquisa, reconhecido como referéncia na pesquisa sobre FOP no Brasil, é
frequentemente contactado por profissionais de saude de Campo Grande Mato Grosso do Sul,
ou de outras cidades/Estados, com o intuito de encaminhar pacientes com sinais clinicos da
doenca. A procura também parte do proprio paciente portador de FOP ou seus familiares,
também a partir da indicacdo do grupo por outros pacientes, e, ainda pelas entrevistas e
publicacbes disponiveis nas Midias tradicionais e sociais. Sendo assim, os individuos portadores
de FOP arrolados na pesquisa sdo residentes nas diferentes regides do Brasil.

A proposta do grupo de pesquisadores foi apresentada a todos os participantes
voluntérios saudaveis (n=5), portadores tratados com FOPCON (n=8), portadores tratados com
FOPCON+H (n=7), total de 20 participantes. Constatada a viabilidade de participacdo no
estudo, a partir dos critérios de inclusdo e nivel de interesse do paciente e seu familiar, foi feito
0 convite para participacdo na pesquisa.

Todas as coletas foram realizadas ap6s apresentacdo, assinatura e aceite do Termo de
Consentimento/Assentimento Livre e Esclarecido (TCLE ou TALE).

O Grupo 1-Grupo controle, foi formado por individuos voluntarios saudaveis.

Grupo 2-Individuos portadores de FOP ndo tratados.

Grupo 3-Individuos portadores de FOP, tratados por seis meses com trés doses diaria da
composicao acido ascorbico (AA) combinado com propranolol (PP), designado FOPCON.

Grupo 4-Individuos portadores de FOP, tratados por seis meses com duas doses diaria
da composicdo acido ascérbico (AA) combinado com propranolol (PP) (FOPCON), e uma
dose diaria de &cido ascorbico (AA) + Hesperidina (H), administrada entre as doses de

FOPCON, conforme descrito no item 4.5.2
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4.3 Critérios de inclusao e exclusdo

Foram incluidos na pesquisa os individuos com sinais clinicos de FOP classica,
independentemente do sexo e idade, desde que apresentassem termo de consentimento
assinado. Para o grupo controle foram selecionados por amostragem nao probabilistica,
individuos sem comorbidades e com idade semelhante aos individuos com FOP selecionados
no estudo.

Foram excluidos os individuos com sinais clinicos sugestivos de formas atipicas da FOP,

e 0S gque apresentaram quaisquer vinculos a outras propostas de pesquisa experimental.

4.4 Procedimentos de coleta

Foram realizadas duas coletas de raspado de Células Escamosas da Boca (CEB), dos
participantes (a primeira antes do tratamento e a segunda ap0s os tratamentos). Em cada coleta,
foram obtidas duas amostras de CEB, sendo realizadas uma do lado direito e uma do lado
esquerdo da parte interna da boca.

No grupo 1 (controles), e grupo 2 (portadores de FOP n&o tratados), a coleta foi
realizada uma Unica vez. Em seguida iniciou-se o tratamento dos grupos com FOPCON (grupo
3); e FOPCON + &cido ascérbico combinado com Hesperidina (grupo 4). Os grupos tratados
foram avaliados clinicamente e as amostras de tecido da mucosa bucal foram coletadas, com
consequente o encerramento do estudo em questdo, seguindo com o tratamento permanente
do FOPCON.

Os participantes da pesquisa, com residéncia localizada na cidade de Campo Grande,
MS, foram recebidos nas dependéncias da FAMED, onde foram submetidos a avaliagdo clinica
e, em seguida, a coleta de raspado de mucosa oral. Diante de inviabilidade fisica ou geogréafica
de deslocamento do paciente e/ou familiares, os pesquisadores foram até o paciente para
realizar o exame fisico e coleta de amostras. As amostras subsequentes com seis meses do inicio
do tratamento, foram coletadas no domicilio do participante, caso necessario, ou foram
coletadas na cidade de origem do paciente, por equipe local especializada, mediante contato e

orientacGes prévias do pesquisador principal.
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4.4.1 Coleta de raspado de mucosa oral

Para obtencdo de RNA total, as amostras de CEB foram coletadas por meio de
raspagem, na face interna da boca, com auxilio de espatulas abaixador de lingua (THEOTO®
— 14 cm/1,4, cm/0,5 mm; 11 c¢cm/0,8, cm/1,0 mm) ambas com formato convencional liso,
esterilizado, para uso pediatrico. Resumidamente, o muco epitelial foi obtido por raspagem com
leve pressdo manual, de aproximadamente cinco centimetros de comprimento, no sentido
longitudinal, horizontal postero-interior da parte interna da boca, tanto & direita como lado
esquerdo, em duas coletas separadas.

O muco das células epiteliais foi dispensado em microcubos de centrifuga tipo
eppendorf e dissolvido em 500 pl de solucdo estabilizadora de &cidos nucleicos RNA later®
(Ambion™). O microtubo com a amostra foi suavemente agitado antes do armazenamento a -
20°Ce mantido congelado até o processamento da extracdo do RNA.

Os critérios de armazenamento, foram seguidos conforme protocolo estabelecido de bio
repositorio da UFMS (Resolucdo n° 240, de 18 de setembro de 2017), disponivel no link:
<(https://cep.ufms.br/files/2021/01/2017-Resolu%C3%A7%C3%A30-UFMS-240-
Biobancose-Biorreposit%C3%B3rios-UFMS-12.pdf)>.

4.5 Tratamentos dos grupos (modelo in vivo)

45.1 Tratamento com FOPCON (Grupo3)

Apés a avaliacdo médica do Grupo 3, foram fornecidas gratuitamente a cada paciente,
doses individualizadas de FOPCON (&cido ascorbico combinado com propranolol). A principio,
foi indicado o consumo de uma cépsula a cada 08 horas. Quando necessario, nos casos de
pacientes com limitacdo de abertura da boca, foi feito o fracionamento do conteddo de uma

capsula, em maior namero de cépsulas.

45.2 Tratamento com FOPCON +H (Grupo 4)

Da mesma forma que no grupo anterior, apés a avaliagdo médica do grupo 4, as capsulas
foram fornecidas gratuitamente a cada paciente, doses individualizadas de FOPCON (acido
ascorbico combinado com propranolol), sendo ingeridas no periodo da manha e noite, e doses
individualizadas de acido ascorbico combinado com Hesperidina (AA+H), ingeridas no horario

do almoco, ou seja, uma capsula de AA+H foi ingerida entre as doses de FOPCON, seguindo
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a sequéncia: FOPCON/AA+H/FOPCON. Eventualmente, quando necessario foi feito o

fracionamento do contetdo de uma capsula, em um maior nimero de capsulas.

4.6 Preparo dos medicamentos

O preparo dos medicamentos ocorreu no Laboratério de Nutricdo da Pediatria da
UFMS, por um profissional farmacéutico participante do grupo de pesquisa. Os compostos
foram pesados e triturados juntos, com as propor¢des indicadas para a medicacgdo, considerando
peso e idade, isto é, em dose individualizada, prescrita pelo médico coordenador da pesquisa.
Em seguida, os compostos foram encapsulados por meio de encapsuladora semiautomatica e
armazenados em frascos com silica, devidamente identificados e lacrados, e fornecido a cada
paciente.

As informacdes técnicas da Hesperidina podem ser obtidas por meio da empresa
Relvafarma Manipulacdo e Homeopatia LTDA, de Campo Grande-MS, sob registro de licenca
sanitaria n° 68056. (ANEXO F e G).

4.7 Modelo de experimento in vivo

4.7.1 Extracdo do RNA total e tratamento com DNAse

Para obter RNA total, amostras de CEB armazenadas a -20°C, em estoques de 500 pl de
RNA later, foram posteriormente descongeladas a 4°C e depois centrifugada a 700xg por 15
min/4°C em microcentrifuga refrigerada (Eppendorf 5427 R), para concentracdo do pellet
celular. Posteriormente, o RNA total foi extraido pelo método Trizol®, de acordo com a
metodologia empregada por Nascimento et al. (2021). O RNA total foi ressuspenso em 100ul de
agua tratada com RNAse (pirocarbonato de dietila-DEPC H20). Aliquotas de 2 ul foram usadas
para quantificacdo a 260 nm em um espectrofotdmetro Nano Drop™ One (Thermo
Scientific™). Aliquotas de RNA total foram armazenadas a -20°C para armazenamento alongo
prazo, enquanto ~2 pg de aliquotas de RNA total foram posteriormente tratadas com DNAse
(DNAse | (kit TURBO DNA-free, Ambion Inc., Foster, Califérnia, EUA), de acordo com o
protocolo do fabricante. O pellet tratado com DNAse de RNA total foi ressuspenso em 25 pl de
DEPC H20 e as concentracOes reajustadas posteriormente para transcricdo reversa e uso

quantitativo de PCR.
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4.7.2 Primers Oligonucleotideos e genes alvo selecionados

Os Primers de oligonucleotidicos especificos, direcionados aos oito genes putativos da
FOP (Tabela 1) foram previamente padronizados por Nascimento (2014) e Nascimento et al.
2021, para transcricdo reversa (RT) e PCR em tempo real (QPCR). Os primers foram
sintetizados pela empresa (Integrated DNA Technologies), recebidos liofilizados, foram
posteriormente ressuspendidos em SF H20 e aliquotado para armazenamento a -20°C em
estoques de 100 pmol/ul. Como controle enddgeno, o gene S 26 (Vincent, Marty e Fort,

1993), foi usado como alvo para normalizacédo de qPCR.

Tabela 1. Genes alvo e primers oligonucleotideos selecionados.

Gene MRNA Oligonucleotide primer sequences Target
Description (bp)
ACVR1 activin A F<CTGCCTTCGAATAGTGCTGTCCAT>R<TAAATCTCGATGGGCAATGGCTGG 100
receptor type 1
BMP4 bone F<CAGGAGATGGTAGTAGAGGGATGT>R<AGTCTGTGTAGTGTGTGGGTGA
morphogenetic 140
protein 4
COL1  collagen type | F<CAAAGGAGACACTGGTGCTAAG>R<CTCCTCGCTTTCCTTCCTCTC 89
a-1 chain
CcoL3 collagen type F<AGCTGTTGAAGGAGGATGTTCCCA>R<TTTGGCATGGTTCTGGCTTCCA; 77
Il o-1 chain
ADRB1  Adrenoceptor F<TTCTACGTGCCCCTGTGCATC>R<GATCTTCTTCACCTGCTTCTGG 78
-1
ADRB2 adrer?oceptor F<CTGTGCGTGATCGCAGTGGAT>R<CTTATTCTTGGTCAGGCTC 78
-2
RUNX2 RUNI)3< family F<CTTGACCATAACCGTCTTCAC>R<CGAGGTCCATCTACTGTAACT 81
trans. factor 2
TNF-o.  tumor necrosis F<CCAGGGACCTCTCTCTAATCA>R<GTTTGCTACAACATGGGCTAC 95
factor
S26 S26 ribosgmal F<TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAA>R<CGATTCCTGACTACTTTGCTGTG 75
protein RNA

Legenda: (Bp) base pair; (F) forward sense (5°-3"); (R) reverse anti-sense (5™-3").

4.7.3 Transcrigdo reversa (RT)

Para RNA total (tratado com DNAse) foi usado para a sintese da primeira fita de DNA
complementar (sscDNA) por reagdo de transcricdo reversa (RT). Resumidamente, o RT
consistiu em 6 ul (350 ng) de RNA e 10 pmol de cada primer reverso especifico e oligo dT18,
em volume final de 10 pl, pré-incubado a 70°C por 10 minutos e armazenado imediatamente
em gelo. Em seguida, 11 pL de mistura de enzima transcriptase reversa (40 U) em tampao RT
(KCI 50 mM, Tris-HCI1 20 mM, pH 8,4) contendo 2 pL de mistura ANTP (10 mM de cada)
foram adicionados, incubados a 45°C por 1 hora, em um volume final de 21 pl de reacao RT.

Areacdo foi finalizada a 4°C e utilizada imediatamente em gPCR (PCR quantitativo em tempo
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real). Todos os reagentes foram da Invitrogen™ (SuperScript™ First-Strand Synthesis System
for RT-qPCR).

4.7.4 Reacdo em cadeia polimerase quantitativa em tempo real (qQPCR)

As amostras de sscDNA resultantes da RT foram utilizadas em gPCR, realizado em um
QuantStudioTM 6 Flex Real- Equipamento Time PCR System, utilizando o protocolo de reacao
descrito pelo SYBR Green PCR Master Mix Kit (Thermo Fisher Scientific, 2011). Amostras
em duplicatas foram aplicadas em placas de 384 pocos (ABI PRISM® 384-Well Optical
Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), em um
volume de reacdo final de 25 pl.

Aliquotas de 2 ul de sscDNA RT foram pipetados em cada canaleta da placa seguido
pela mistura de reacdo (5 pl de SYBR Green PCR Master Mix Kit; 0,15 pl {10 pmol/ul} de
cada primer sense e antisense) que foram adicionados em um volume final de 8 pl ajustado com
agua filtrada estéril.

A placa de PCR foi selada com adesivo optico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers,
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). As reacbes de qPCR ocorreram no seguinte
ciclo térmico: [etapa 1] um ciclo de 50°C/2 min.; [etapa 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estagio 3]
40 ciclos de95°C/15s, seguidos de uma curva de dissociagdo comecando em 60°C para analise

da especificidade dos fragmentos alvos amplificados (amplicons).

4.8 Analise estatistica

A quantificacdo da expressdo relativa dos transcritos alvo foi determinada por analise
comparativa com o normalizador S26 enddgeno, usando o método CT comparativo, no qual o
controle enddgeno foi utilizado para normalizar a expressao dos genes alvos ([média do CT gene
alvo— média do CT controle enddgeno]) gerando o ACT. Posteriormente, ACT foi utilizado para
calcular AACT ([ACT amostra — ACT do calibrador (amostra de referéncia)]). Por fim, foi
aplicada a formula 2-AACT para chegar aos niveis relativos de expressdo (fold change) de cada
gene alvo (Livak e Schmittgen, 2001).

A anélise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 5, e foram aplicados
aos resultados o Test t de student ndo pareado e ANOVA. Os resultados foram estatisticamente

significativos para p <0,05.
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4.9 Aspectos éticos

Em cumprimento a resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, o projeto foi
encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
O trabalho de campo foi iniciado somente apds a aprovacdo do projeto, n°® 4.763.072 com
Parecer de Aprovacdo do CEP da UFMS.

Todos os participantes foram devidamente esclarecidos por meio de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo A), com o qual concordaram
voluntariamente em participar. Os participantes com idade entre seis anos e 18 anos
incompletos, assinaram o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) (Anexo B),
acompanhado do TCLE assinado por seu responsavel.

Aos participantes, ndo foi oferecido nenhum beneficio financeiro, entretanto, foi
garantida a participacdo na pesquisa sem qualquer dnus, seja para aquisicdo da medicagéo,
realizacdo de exames ou deslocamento até o local da pesquisa quando solicitado pelos
pesquisadores. Nos casos que houve a necessidade de enviar a medicagdo, a mesma foi
disponibilizada via correios, sem custo para o participante.

A equipe de pesquisadores tem o compromisso de zelar pelo bem-estar e seguranca dos
participantes, aos quais foram assegurados o sigilo e o anonimato, bem como 0 acesso aos

resultados da pesquisa.
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5 RESULTADOS

Os dados biomoleculares resultantes das coletas de raspado da mucosa oral antes do
tratamento com FOPCON e FOPCON + Hesperidina, foram dispostos na Tabela 2 e Figura 9,
sendo correspondente aos grupos portadores FOP versus controles saudaveis.

Conforme a analise da expressdo dos genes selecionados para o presente estudo, foi
possivel observar uma superexpressdo dos genes ACVR1 (p <0,0227; 1,34 £ 0,09), COL1 (p
<0,0191; 2,32 £ 0,42) e TNF-a (p <0,0306; 4,08 + 1,27) no grupo de pacientes com FOP quando
comparado ao grupo controle de individuos sem FOP (controle) (Tabela 2).

A expressdo génica do TNFa foi mais expressa aos genes avaliados, dada a importancia
da inflamag&@o nos portadores de FOP. Além disso, nota-se a variancia significativa entre o
grupo controle e pessoas com FOP para os genes ACVR1 e COL1 (figura 9).

Diferente dos resultados obtidos no estudo da expressdo génica em cultivo celular de
PBMC, RUNX2, ADRB1 e ADRB2 ndo apresentaram regulagbes significativamente
estatisticas. De outro modo, a expressdo de BMP4 sugere comportamento semelhante, sem
regulacdes significativas em ambos os tipos de amostra (PBMC e CEB) (Nascimento et al.,
2021) (tabela 3).

Assim, ao comparar os resultados da expressdo génica de CEB com as células PBMC,
verificou-se que, os genes Col3, ADRB1, ADRB2 e RUNX2 tiveram diferencas ndo
identificadas na mucosa oral. Este resultado pode ser justificado por amostras com células
mononucleadas (sanguineas), apresentarem vias de sinalizagdo distintas, além da estabilizacéo
das células em laboratorio, garantidas por condicdo diferente da mucosa oral.

Os resultados obtidos da extragdo de RNA total mostraram um rendimento dez vezes
maior na extracdo de RNA quando comparado ao raspado com espéatulas maiores (14 cm/1,4,
cm/0,5 mm), em comparacdo ao rendimento de cole¢cdes com espatulas menores (11 c¢cm/0,8,
cm/1,0 mm), isto €, 26,5 + 11,9 pug (n=9) versus 1,9 + 2,2 ug (n=14) de rendimentos de RNA
total, respectivamente. No entanto, a presente metodologia, utilizando o método Trizol, mostrou
quantidades de RNA total suficientes para todos os RT Estudos -gPCR. Os dados de expressdo
relativa de todos os genes investigados de FOP CEB versus controles saudaveis de CEB sédo
mostrados como graficos de dispersdo e em barras nas Figuras 8 e 9, respectivamente.

Os resultados da expressao basal de mMRNA mostraram diferencas significativas nos
genes ACVR1, TNF-a e COL1 (p < 0,05) em CEB em FOP, quando comparados aos controles

CEB. Representacdes adicionais de expressdo génica sdo mostrados na tabela 1.
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As expressdes dos genes Col3, ADRB1, ADRB2 e RUNX2 ndo apresentaram
diferencgas significativas, embora existam tendéncias de aumento de expressdo dos transcritos
ADRBI1, ADRB2 e RUNX2 (Ex.: ADBR2, representado pela seta vermelha; tabela 2).

Na segunda etapa dos experimentos, os resultados apresentados nas Figuras 9, 10,11,12
e 13, das expressdes basais de mRNA, confirmaram as diferencas significativas nos perfis de
expressdo dos genes TNF-a (p < 0,05) e COL1 (p < 0,05) e surpreendentemente, também para
0s genes ADBR2 (p < 0,05) e RUNX2 (p < 0,05), que antes apresentou apenas tendéncias de
aumento, (ver figura 8; CEB FOP x Controle).

Os tratamentos dos pacientes FOP com o composto FOPCON (AA+PP) e FOPCON
Hesperidina (AA+PP+H), ocorreu durante 6 meses consecutivos, e apresentaram efeitos sobre
a expressao génica de COL1, TNF-a, ADBR2 e Runx2.

Nas analises comparativas da expressdao dos genes alvo da FOP avaliados a partir de
células escamosas da boca, de individuos portadores de FOP, tratados com acido ascorbico e
propranolol (AA+PP), e tratados com &cido ascoOrbico + propranolol + Hesperidina
(AA+PP+H) (figura 10), observa-se que, ndo houve diferenca estatisticamente significativa no
tratamento tradicional com acido ascorbico combinado com propranolol (AA+PP), comparado
ao controle. Nota-se diferenca significativa na expressdo do gene COL1 em amostras de
pacientes portadores de FOP, apds tratamento com acido ascérbico + propranolol + Hesperidina
(p-valor < 0,01), indicando uma diminuicdo da expressdo de COL1. Sendo assim, quando
comparado ao controle, o tratamento acido ascorbico + propranolol (AA+PP), sugere também
a diminuicdo da expressdo desse gene alvo (importante por estar envolvido na ativagdo da
proteina G e da PK).

O gene TNFa ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa no tratamento
acido ascorbico + propranolol (AA+PP), comparado ao controle, mas apresentou diferenca
estatisticamente significativa tanto no tratamento com &cido ascorbico + propranolol (AA+PP),
quanto no tratamento com &acido ascérbico + propranolol + Hesperidina (AA+PP+H),
comparado com individuos FOP antes do tratamento.

As andlises das expressdes relativas dos mMRNAs dos genes COL1 e TNF-a, analizados
mostraram diferencas estatisticamente significativas nas comparacées C x FOP (p < 0,05); FOP
x AA+PP (p < 0,001) e FOP x AA+PP+H (p < 0,01), respectivamente (Figuras 10 e 11).

Em relacdo ao gene ADBR2, ndo houve diferenca estatisticamente significativa no
tratamento com acido ascorbico + propranolol (AA+PP), comparado ao controle, nem mesmo

com acido ascorbico + propranolol + Hesperidina (AA+PP+H), comparado ao controle.
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Nesse sentido, os resultados sugerem que o tratamento com &cido ascorbico + propranolol +
Hesperidina (AA+PP+H), reduziu a expressdao do gene ADBRZ2, trazendo para valores
proximos ao controle.

A anélise comparativa do gene RUNX2 revelou diferengas estatisticamente
significativa do tratamento com acido ascorbico + propranolol (AA+PP), em relacdo ao
controle. Sendo assim, o tratamento com acido ascérbico + propranolol + Hesperidina
(AA+PP+H), reduziu significativamente a expressao do gene RUNX2, importante para
diferenciagdo de osteoblastos, comumente superexpresso em pacientes com FOP.

As analises das expressdes relativas dos mRNAs dos genes ADBR2 e RUNX2,
analizados mostraram diferengas estatisticamente significativas nas comparagdes C x FOP (p <
0,05 e p <0,05); FOP x AA+PP (p < 0,01 e p <0,05) e FOP x AA+PP+H (p < 0,01 e p < 0,05),
rspectivamente (Figuras 12 e 13).

Vale mencionar que os genes COL1 e TNFa foram superexpressos nos pacientes com
FOP, nas analises descritas no presente estudo, além disso o gene RUNX2 quase apresentou
significancia, corroborando ao fato de que esses genes costumam ser superexpressos em
portadores de FOP sem tratamento, sugerindo a reducdo da expressdo desses genes, ap0os
tratamento com &cido ascorbico + propranolol + Hesperidina (AA+PP+H).

Esse resultado sugere que a reducdo na expressdo dos genes apds o tratamento com
acido ascorbico + propranolol + Hesperidina (AA+PP+H), pode vir a reduzir sintomas clinicos,
considerados como surtos, que costumam surgir em alguma parte do corpo, com inflamacéo
local e por consequéncia a ossificacdo heterotopica no local. Entretanto, verificou-se que o
tratamento com &cido ascorbico + propranolol (AA+PP), ainda apresenta-se ser uma op¢ao

confiavel para a estabilizagcdo dos sintomas clinicos do paciente com FOP.
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Figura 8 - Gréaficos de dispersdo Scatter plot apresentando a comparacao da expressdo dos genes alvo em células
epiteliais da mucosa oral de portadores da Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP) versus controles
saudaveis. Sao diferengas significativas nas expressdes basais de mMRNA para os genes ACVR1; TNFo e COL1 (p<
0,05) em CEB da FOP.
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Figura 9 - Perfil de expressao relativa de mRNA de FOP CEB vs. controles saudaveis. Diferencas significativas
nas expressoes basais de mMRNA para os genes ACVR1, TNF-a e COL1 (p < 0,05) de FOP CEB sdo destacadas.
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Tabela 2 — Perfil de expressao relativa de genes alvo em células de mucosa bucal FOP

vs.Controle.
Gene Expressao Valor p 2-AACT Controle (n)
(médiat FOP/Controle)
MSE)

ACVR1 1 0,0227 1,34+0,09* 0,97+0,08 5/4
BMP4 - 0,4627 1,04+0,09 1,06+0,11 715
coL1 1 0,0191 2,32+£0,42** 1,09+0,15 715
COL3 - 0,3869 1,13+0,18 1,07+0,11 6/5

ADRB1 - 0,1538 1,40+0,31* 1,02+0,15 5/5

ADRB2 1 0,0919 1,79+0,54 1,00+0,10 5/5

RUNX?2 - 0,2317 1,85+0,50 1,45+0,19 5/5
TNF-a 1 0,0306 4,08+1,27* 1,30+0,20 5/5

Legenda: (-) mesma expressdo; (1) expressio aumentada; (* = p <0,05; ** = p < 0,01) as significancias dos testes
estatisticos sdo destacadas;(n) niUmero de amostras e (1) tendéncia para aumento de expressdo génica.

Fonte: Dados da pesquisa, (2024).
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Figura 10 - Efeito dos tratamentos sobre a expressao génica de Coll. As comparacdes de expressdo génica foram
analisadas entre CEB de individuos controles (C) ndo portadores de FOP e pacientes antes do tratamento (FOP),
CEB versus tratamentos com FOPCON (AA+PP) e FOPCON + Hesperidina (AA+PP+H) durante 6 meses
consecutivos em dois grupos distintos nos tratamentos. Os resultados mostram diferencas de C x FOP (p < 0,05);
FOP x AA+PP (p < 0,001) e FOP x AA+PP+H (p < 0,01). A] e B] representam graficos do mesmo experimento
em formatos diferentes, barras e dispersdo Scatter plot, respetivamente.
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Figura 11 - Efeito dos tratamentos sobre a expressao génica de TNF-a. As comparagdes de expresséo génica foram
analisadas entre CEB de individuos controles (C) ndo portadores de FOP e pacientes antes do tratamento (FOP),
versus tratamentos com FOPCON (AA+PP) e FOPCON + Hesperidina (AA+PP+H) durante 6 meses consecutivos.
Os resultados mostram diferengas significativas de C x FOP (p < 0,05); FOP x AA+PP (p < 0,001) e FOP x
AA+PP+H (p < 0,01). A] e B] representam formatos graficos do mesmo experimento em barras e dispersdo Scatter
plot, respetivamente.
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Figura 12 - Efeito dos tratamentos sobre a expressdo génica de ADBR2. As comparacgBes de expressao génica
foram analisadas entre CEB de individuos controles (C) ndo portadores de FOP e pacientes antes do tratamento
(FOP), versus tratamentos com FOPCON (AA+PP) e FOPCON + Hesperidina (AA+PP+H) durante 6 meses
consecutivos em dois grupos distintos nos tratamentos. Os resultados mostraram diferengas estatisticamente
significativas nas comparacdes C x FOP (p < 0,05); FOP x AA+PP (p < 0,01) e FOP x AA+PP+H (p < 0,01).

A] e B] representam graficos do mesmo experimento em formatos diferentes, barras e dispersdo Scatter plot,
respetivamente.
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Figura 13 - Efeito dos tratamentos sobre a expressdo génica de RUNX2. As comparacfes de expressdo génica
foram analisadas entre CEB de individuos controles (C) ndo portadores de FOP e pacientes antes do tratamento
(FOP), versus tratamentos com FOPCON (AA+PP) e FOPCON + Hesperidina (AA+PP+H) durante 6 meses
consecutivos em dois grupos distintos nos tratamentos. Os resultados mostraram diferengas estatisticamente
significativas nas comparacgdes C x FOP (p < 0,05); FOP x AA+PP (p < 0,05) e FOP x AA+PP+H (p < 0,05). A]
e B] representam graficos do mesmo experimento em formatos diferentes, barras e dispersdo Scatter plot,
respetivamente.
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6 DISCUSSAO

A avaliacdo da expressdo génica em pacientes com FOP é crucial para entender os
mecanismos moleculares subjacentes a doenca e identificar possiveis alvos terapéuticos. Este
estudo revelou um aumento estatisticamente significativo na expressdo dos genes ACVR1,
COLI e TNFa a0 se comparar o grupo controle com grupo de individuos portadores de FOP,
confirmando o mesmo genotipo apresentado em diversos estudos, fornecendo a informacgéo
genética para as manifestagdes fenotipicas da doenca (Kaplan et al., 2020; Nascimento et al.,
2021; Hildebrand et al., 2017).

Um estudo realizado por Nascimento et al., (2021) avaliaram a expressao potenciais
genes alvo, pela técnica de RT-PCR, em amostras de cultivo de células mononucleares de
sangue periférico (PBMC) obtidas de pacientes com FOP e de grupos controle nao portador,
evidenciando uma reducéo significativa da expressdo do gene ACVRL1. Entretanto, no presente
estudo, o gene ACVRL1 apresentou um aumento significativo quando comparado com 0s grupos
de pacientes portadores de FOP e controles saudaveis.

Esse gene por ter papel crucial na patogénese da doenga, presume-se que a expressao
do gene ACVR1 seja significativamente mais elevada durante os episddios agudos da doenca,
sendo um fator crucial para o desenvolvimento e progressédo da FOP (VALER et al., 2019). A
diferenca entre o presente estudo e o de Nascimento et al. (2021) pode estar relacionada ao tipo
de amostra utilizada, uma vez que as células de cultivo sdo estabilizadas por um periodo e, fora
do organismo, ndo estdo mais sob efeito de estimulos orgénicos.

No presente estudo, o gene COL1 apresentou o maior aumento significativo, podendo
estar relacionado ao fato do colageno tipo | ser o principal componente da matriz extracelular
do tecido 6sseo, fazendo com que a formacgédo ectopica de 0ssos na FOP aumente a producdo de
colageno tipo | pelos fibroblastos que formam esse tecido (Cruz et al., 2022).

Ao retomar o estudo de Nascimento et al. (2021), também foi possivel observar um
aumento significativo do gene COL1 nas amostras de PBMC. No entanto, a expressao desse
gene teve resultados semelhantes, corroborando com os resultados in vitro que se demonstraram
satisfatérios no tratamento com é&cido ascorbico + propranolol (AA+PP), na reducdo da
expressdo de genes inflamatorio e ossificacdo heterotopica.

Ja TNFa que apresentou um aumento significativo no presente estudo, sendo o que
codifica a citocina pro-inflamatdria que é produzida por células do sistema imunolégico e esta
envolvida na regulacdo da resposta imune. Hsieh et al. (2017) em sua pesquisa experimental,

identificaram que os niveis de TNFa atingiram um pico em 48 horas no grupo que sofreu leséo
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musculoesquelética, considerando que essa citocina salivar pode servir como biomarcador para
o diagndstico em estagio inicial de Ossificacdo Heterotopica Genética.

Quando comparamos os resultados do presente estudo com os achados de Nascimento
et al. (2021) é possivel observar que ambos apresentaram um aumento significativo da
expressdo do gene TNFa na mesma proporcao. Este fato pode estar relacionado ao tipo de gene
expresso, que pode ser menos afetado por sofrer menos interferéncia em relagdo ao material
analisado.

Com base na superexpressdo de TNFa pacientes com FOP, ap06s tratamento com acido
ascorbico + propranolol (AA+PP) e tratamento acido ascérbico + propranolol + Hesperidina
(AA+PP+H), verificou-se reducdo na expressdo desse gene, que esta associado ao processo
inflamatdrio fisiopatoldgico da FOP, sugerindo que o tratamento com 4&cido ascérbico +
propranolol + Hesperidina (AA+PP+H), foi eficiente.

As amostras de células escamosas da boca, apresentaram resultados promissores nos
tratamentos com acido ascorbico + propranolol (AA+PP) e o tratamento inovador com acido
ascorbico + propranolol + Hesperidina (AA+PP+H), possibilitando validar a avaliagdo da
expressdo dos genes a partir de amostras de células escamosas da boca, em modelo in vivo.

A significancia do resultado acido ascorbico + propranolol + Hesperidina (AA+PP+H),
evidenciou o potencial de reducdo da expressdo desse gene alvo estudado na FOP apds o
tratamento, com resultado encorajador quanto ao controle de sintomas clinicos.

No presente trabalho verificou-se a viabilidade de CEB como espécime ndo invasivo,
do qual podem ser obtidos rendimentos acima de 2 pg de RNA total, utilizando raspados de
mucosa oral com espétulas abaixadoras de lingua para uso pediatrico. Vale destacar, que no
presente estudo, a extragdo do RNA a partir do material proveniente do raspado de mucosa oral
dos pacientes foi realizada utilizando o TRizol como reagente principal.

Esse método foi escolhido devido a sua eficiéncia na recuperagdo do RNA, uma vez que
esse tipo de material genético é facilmente degradado. A extracdo bem-sucedida do RNA é
essencial para a subsequente sintese de cDNA por meio da transcriptase reversa e a analise dos
genes-alvo.

O RNA total obtido pelo método comum Trizol foi suficiente para todos os estudos
quantitativos de PCR em tempo real apds transcri¢cdo reversa. O armazenamento imediato de
células escamosas raspadas em estabilizador de RNA foi obrigatério para preservar o RNA
celular total antes da extracdo. Uma extensa discussdo sobre as provaveis funcdes dos genes
selecionados aqui, bem como seu papel na fisiopatologia da FOP, ja apresentado em trabalho

anterior de Nascimento et al., 2021.
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O Trizol demonstrou ser uma escolha satisfatéria, que permitiu a detec¢ao de todos os
genes de importancia para o estudo. A utilizacdo desse reagente proporcionou a obtencdo de
um RNA de alta qualidade, fundamental para a realizacdo de andlises precisas e confiaveis dos
genes alvo. O estudo de Gandhi et al. (2020) utilizou Trizol para a extracdo de RNA total da
saliva humana e os resultados obtidos foram de alto rendimento do material genético,
corroborando com os achados do presente estudo.

No entanto, o uso de CEB para futuros estudos gendmicos de espectro mais amplo, deve
ser importante na compreensdo continua dos mecanismos moleculares que envolvem a
fisiopatologia da FOP. Neste estudo, os dados de expressdo relativa obtido dos oito genes
investigados, nas células epiteliais da mucosa oral, mostram diferencas distintas na expressdo
basal de ACVR1, TNF-a. e COLI na FOP em CEB, em compara¢cdo com o controle saudavel in
vivo.

Isso é consistente com dados anteriores observados por Nascimento et al., (2021), in
vitro em células PBMC e leucdcitos totais do sangue periférico, apesar da expressao dos genes
Col3, ADRB1, ADRB2e RUNX2 néo apresentarem diferencas significativas, embora houvesse
tendéncias de aumento da expressdo para os transcritos ADRB1, ADRB2 e RUNX2, sugerindo
que esses resultados de CEB em portadores da FOP, também corroboram observagdes
anteriores em trabalhos do nosso laboratério de algum perfil distinto de expressao fenotipica de
MRNA de genes alvo da FOP (Tabela 3) (Nascimento et al., 2017; 2021).

Tabela 3 — Perfil comparativo de expressao dos genes alvo da FOP em diferentes fontes
celulares.

Células/Gene PBMC CEB CEB AA+PP CEB AA+PP+H
ACVR1 ) 1 NA NA
BMP4 - - NA NA
CcoL1 ) ) l l
coL3 ! - NA NA
ADRB1 1 - NA NA
ADRB2 1 1 ! !
RUNX2 1 1 ! !
TNF - 7 7 ! !

Legenda: PBMC: células mononucleares do sangue periférico; CEB: células epiteliais escamosas bucais; e PBL:
leucdcitos totais do sangue periférico.

Fonte: Nascimento, (2021); Present work.

O acesso invasivo a material biologico em pacientes com FOP é um grande obstaculo
para estudos in vivo que visam compreender melhor a biologia molecular envolvida na

fisiopatologia da doenca. Isso se deve a possiveis traumas durante a coleta que podem causar
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surtos e consequéncias indesejaveis, como a formacédo de ossificacdo heterotopica (Palhares,
Leme, 2001; Kaplan et al., 2005; Groppe, Shore, Kaplan, 2007).

Espécimes citologicas da cavidade oral tém sido sugeridos como uma excelente fonte
de material biolégico facilmente acessivel para estudos alvo de genética, genotoxicidade,
epigenética, protebmica, metabolémica e microbiomas. Isso se deve a coleta rapida, nédo
invasiva e de baixo custo em comparacdo com tecidos como o sangue (Theda et al., 2018).
Fontes alternativas, como escovas citoldgicas, enxaguatdrios bucais e cartdes de coleta para
extracdo de DNA gendmico de células orais j& foram testados para estudos genéticos e
investigacOes epidemiologicas, comparando seus rendimentos, viabilidades, qualidades e
custos, abordagem, segura e indolor (Araujo et al., 2021).

Os protocolos foram validados e aplicados em diferentes estudos (Dongen et al., 2018).
Embora este método seja interessante para estudos genéticos ou para diagnostico por PCR,
geralmente tais materiais sdo um tanto heterogéneos em termos de tipos de células no material
bioldgico, o que seria mais complexo para analises comparativas e quantitativas de expressao
especifica de mMRNA, como genes alvo do FOP.

Este, entre outros, foi o principal motivo pelo qual optou-se por trabalhar com células
escamosas da parede oral interna. Apesar disso, 0 RNA total de qualidade é atualmente um dos
materiais mais importantes para analises gendmicas funcionais, incluindo transcritos de
diferentes espécies de RNA, em seus diferentes aspetos funcionais, e estudos que avaliem a
viabilidade do método de extracdo de RNA total de espécies celulares da boca sdo raros.

Além disso, enzimas digestivas, como amilases e até mesmo RNAses da saliva, podem
ser um obstaculo para coletas com baixo numero de células em diferentes swabs (Zubakov et
al., 2008; Thompson et al., 2001; Park et al., 2006; Hasan, Al-issa, 2011; Schenkels, Veerman
e Amerongen, 1995).

Embora ndo existam referéncias, até onde sabemos, nos estudos sobre a fisiopatologia
da FOP em relacdo a coleta de CEB, para analise continua da expressdo génica, mostrando que
esta abordagem ainda falha nos estudos da FOP. Pacientes com FOP ndo podem ser submetidos
a procedimentos invasivos. Porém, devido a essa indisponibilidade devido as consequéncias
indesejaveis ao paciente, os estudos in vitro ou in vivo da FOP sdo dificultados pela inviabilidade
de obtencdo de células, ou tecidos alvo para estudos continuos de modulagdo génica, ou de
ensaios clinicos monitorados com marcadores genéticos, que requerem amostras para analise
constante.

O modelo mais comum utilizado séo as linhas celulares linfo blastoides (LCL) de

PBMC por transformacdo com o virus Epstein-Barr, pois o trauma nos tecidos conjuntivos
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profundos pode ser evitado ao coletar amostras de sangue periférico de pacientes com FOP. O
LCL tem sido uma ferramenta importante e valiosa para estudos in vitro da expressdo génica
na FOP (De La Pefia et al., 2005; Feldman et al., 2000; Fiori et al., 2006; Shafritz et al., 1996;
Shore e Kaplan, 2008), embora ainda seja uma abordagem invasiva sujeita a dificuldades em
certas situacGes com riscos de erro humano na coleta.

Neste mesmo esforco, métodos menos arriscados tém sido abordados, como o
isolamento de células progenitoras multipotentes da polpa dentaria de dentes deciduos, porém
descartados em criangas com FOP (Billings et al., 2008; Shore e Kaplan, 2008), ainda uma
abordagem com limitagcfes, quando se deseja monitorar pacientes em pesquisas continuas.
Além disso, foram consideradas células-tronco pluripotentes induzidas (IPTC) derivadas de
fibroblastos dérmicos normais e de pacientes com FOP (Hino et al., 2015; Kim et al., 2016;
Matsumoto et al., 2013).

Porém, para essas células hd necessidade de biopsias dos pacientes, além da manutencéo
dessas culturas, parece que as respostas celulares podem mudar com o tempo. Existem alguns
dados que mostram a otimizacdo dos métodos de bidpsia e a melhora das células CTPI
(Matsumoto et al., 2015; Micha et al., 2016), mas sempre ha um risco para os pacientes quando

submetidos a bidpsias.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho avaliou a expressdo dos principais genes relacionados a
Fibrodisplasia Ossificante Progressiva em pacientes sem tratamento e identificou diferencas na
expressdo basal de mMRNA dos genes ACVR1, TNF-a ¢ COL1, sendo um deles o principal gene
envolvido na evolugdo da doenca. A viabilidade de amostras obtidas da mucosa oral provou
ser um procedimento eficiente, facil, indolor e minimamente invasivo no monitoramento de
pacientes com FOP. O método tem potencial para contribuir significativamente em diversos
estudos que identifiquem os principais genes expressos e 0s alvos terapéuticos mais eficazes no
tratamento da doenca.

Além disso, essa técnica de coleta exige poucos critérios em relacdo a estrutura do local
da coleta, podendo ser realizada em locais com menor acesso as condi¢des laboratoriais como
o domicilio, sem comprometer a qualidade das amostras. Este estudo introduziu uma
abordagem inovadora ao coletar amostras através do raspado da mucosa oral, evidenciando seu
potencial como uma alternativa promissora para minimizar o desconforto e 0s riscos associados
a coleta de sangue periférico ou a outros metodos invasivos utilizados nos participantes.

A andlise dos resultados revelou uma concordancia notdvel com estudos anteriores que
utilizaram células de PBMC do mesmo grupo de pesquisa, confirmando as alteracfes
observadas e reforcando a validade desta nova metodologia. O uso CEB como amostras para
pesquisa de FOP, é um material biolégico inovador, ndo invasivo, para futuros projetos clinicos
e moleculares, com finalidade de monitoramento, sem risco, da expressdo génica e
possivelmente a anélise do transcritoma de pacientes in vivo.

Além do mais, o presente trabalho demonstrou que os genes que estavam alterados nos
pacientes antes do tratamento, foram revertidos pelo tratamento, tanto com FOPCON, quanto
com FOPCON mais adicdo de Hesperidina. Nesse procedimento, duas questfes séo observadas
nos resultados 1) O tratamento teve efeito na modulagdo génica.

2) O FOPCON, ou seja, 0 &cido ascorbico + propranolol, permitiu a modulacado dos
genes e mesmo com adicdo de Hesperidina, os resultados se repetiram. Embora nao exista
sensibilidade no método capaz de diferenciar o efeito potenciador ou ndo da Hesperidina,
mas definitivamente a Hesperidina ndo prejudicou o tratamento do FOPCON e manteve a
condicdo em termos de expressao génica.

Portanto a terceira observacdo, importante nos resultados obtidos neste trabalho, é que
ouso de células do epitélio bucal se tornam um potencial material, tanto para avaliacdo do

tratamento no seu aspecto clinico como também, na obtencdo de dados moleculares



importantes, relacionados com a fisiopatologia da fibrodisplasia ossificante progressiva.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Nome do

voluntario: Dat

a de nascimento: Idade: anos R.G

O(A) senhor(a) estd sendo convidado(a) para participar do projeto de pesquisa “ASPECTOS
CLINICOS, BIOQUIMICOS E MOLECULARES EM PORTADORES DE FIBRODISPLASIA
OSSIFICANTE PROGRESSIVA ANTES E DEPOISDO TRATAMENTO COM ACIDO
ASCORBICO, PROPRANOLOL E HESPERIDINA”.

A pesquisa é coordenada por Durval Batista Palhares, pesquisador da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS), que pode ser contatado pelo telefone (67) 99982- 1927, e-mail:

dbpalhares@hotmail.com, ou no endereco profissional: Hospital Universitario Maria Aparecida

Pedrossian, Av. Senador Filinto Muller, 355, Vila Ipiranga, Campo Grande/MS.
Esta pesquisa foi previamente avaliada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos da UFMS que em caso de recurso, duvidas ou reclamacdes, pode ser contatada pelo

telefone (67) 3345-7187, pelo e-mail: cepconep.propp@ufms.br, ou diretamente no campus da
UFMS, localizado na Av. Costa e Silva, s/n — Prédio das Pro-Reitorias, 1° andar. O objetivo desta
pesquisa € investigar os efeitos do tratamento da Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP),
com um medicamento composto por &cido ascorbico e propranolol (patenteado como FOPCON).
Nossa hipotese é de que o uso continuo de FOPCON pode reduzir a ocorréncia dos surtos
inflamatdrios e a formacdo de 0sso heterotdpico. Queremos, também, saber se esse efeito pode ser
melhorado com o uso adicional de Hesperidina. Assim, estudaremos dois grupos de tratamento: (1)
FOPCON e (2) FOPCON e &cido ascorbico junto com Hesperidina. Ao concordar em participar da
pesquisa, apos avaliagdo clinica pelo pesquisador e sua equipe, dependendo do grupo que vocé
participar, serd prescrita pelo méedico a dose da medicacdo conforme sua idade e seu peso, que serad
disponibilizada gratuitamente e ajustada sempre que necessario. Caso vocé ja receba FOPCON, o
mesmo serd mantido.

A sua participacdo nesta pesquisa conta com sua doagdo de pequenas amostras de sangue e de
raspado da parte interna da bochecha (mucosa oral), antes e durante o tratamento. Essas amostras

serdo estocadas no Laboratorio de Biologia Molecular/Pediatria/UFMS, conforme a Resolugdo n°
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240, de 18 de setembro de 2017, que rege as Normas Regulamentadoras para o armazenamento e
uso de material bioldgico humano da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Os materiais
coletados serdo utilizados exclusivamente nos estudos desenvolvidos dentro deste projeto.

A coleta de sangue pode trazer desconforto momentaneo com dor leve e possivel surgimento de
hematoma no local da coleta. Para acompanhamento da evolucdo clinica, podera ser necessario o
registro de imagens fotograficas e/ou de video. Normalmente, a associa¢do do acido ascorbico e
do propranolol (FOPCON) ndo apresenta efeitos colaterais quando administrada em doses
adequadas.

Entretanto, ao surgimento de sintomas como: bradicardia, hipotensao, irritagdo gastrica ou outro
sintoma indesejado, relacionado ao uso de FOPCON, o pesquisador responsavel deverd ser
contatado imediatamente, para que sejam tomadas as devidas providéncias. A Hesperidina é um
composto de origem natural e habitualmente ndo apresentam efeitos colaterais. Mas ao surgimento
de qualquer desconforto, tais como falta de apetite, emagrecimento, diarreia, dor de cabeca, dor no
estbmago ou abdominal, o pesquisador responsavel deve ser imediatamente comunicado.
Ressaltamos que o uso da Hesperidina € contraindicado no periodo de gestacdo e lactagdo. Havendo
necessidade de despesas financeiras por parte do participante em relagdo a medicagdo oferecida ou
coleta das amostras, elas seréo ressarcidas pelo pesquisador, mediante comprovacédo da despesa.
Da mesma forma, eventuais danos comprovadamente decorrentes da pesquisa serdo devidamente
indenizados. Para sua seguranca e fidelidade dos resultados, é importante que vocé ndo inicie outros
medicamentos para tratamento da FOP sem o conhecimento do pesquisador responsavel. A fim de
beneficiar o tratamento de outros pacientes, pretendemos publicar em revistas cientificas os
resultados e novos conhecimentos obtidos ao longo da pesquisa, mas garantimos total sigilo de suas
informacdes pessoais, bem como do seu rosto, caso a divulgacdo de imagens seja necessaria. Vocé
tem total liberdade para recusar participar deste projeto de pesquisa, agora ou em qualquer momento
durante seu desenvolvimento. Este termo sera preenchido e assinado em duas vias, ficando uma
com o pesquisador principal e outra com voce.

Eu, ,RG n° , declaro

ter sido informado(a) e esclarecido(a), e concordo voluntariamente com a participagdo no projeto de
pesquisa acima descrito.

Campo Grande,MS,___de de




Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavel

Rubrica do pesquisador

Assinatura da testemunha

Rubrica do participante

71



72

ANEXO B - Termo de Assentimento Informado Livre e Esclarecido (TALE)

Termo de Assentimento Informado Livre e Esclarecido (TALE)

Nome do voluntario:

Data de nascimento: / / Idade: anos R.G n°

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “ASPECTOS CLINICOS,
BIOQUIMICOS E MOLECULARES EM PORTADORES DE FIBRODISPLASIA
OSSIFICANTE PROGRESSIVA, ANTES E DEPOIS DO TRATAMENTO COM ACIDO
ASCORBICO,

PROPRANOLOL E HESPERIDINA”. Isso quer dizer que nds queremos saber se as dores
e 0 osso formado por causa da FIBRODISPLASIA OSSIFICANTE PROGRESSIVA (FOP),
podem diminuir se vocé tomar um remédio especifico todos os dias.

Para estudarmos os efeitos do remédio, vamos precisar coletar um pouco do seu sangue
algumas vezes durante a pesquisa. Essas amostras de sangue ficardo guardadas no nosso laboratorio
(Laboratorio de Biologia Molecular/Pediatria/l UFMS), obedecendo as regras de nossa universidade
(Resolucdo n° 240, de 18 de setembro de 2017).

A coleta do sangue pode doer um pouco, por isso sera feita com bastante cuidado. Nos
também vamos precisar de fotos e filmagem, para podermos identificar se houve alguma melhora
ou piora dos movimentos que vocé consegue fazer hoje, e depois do uso do remédio.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, mas se vocé quiser participar, seus
pais ou responsaveis também precisam concordar com isso. Além disso, vocés podem desistir de
participar da pesquisa em qualquer momento, sem problema nenhum.

Se vocé e seus pais (ou responsaveis) aceitarem participar da pesquisa, vocé serd avaliado
por um médico e vai receber de graca um remédio para tomar todos os dias. Nds vamos estudar trés
grupos. Dependendo do grupo que vocé participar, vocé vai receber s6 0 FOPCON (um remédio
formado por acido ascérbico junto com propranolol), ou FOPCON e 4cido ascérbico junto com
Hesperidina.

Normalmente, quando indicado por um médico, esses remédios ndo apresentam efeitos
colaterais. Isso quer dizer que eles nao véo fazer mal para vocé. Mas, se tomando FOPCON vocé

sentir dores na barriga, enjoo, ou alguma sensacao ruim e diferente depois de comecar a usar 0
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remédio, vocé precisa avisar seus pais e eles poderdo procurar o pesquisador Durval Batista
Palhares, pelo telefone (67) 99982-1927, para que ele e sua equipe cuidem de voce.

A Hesperidina é uma substancia natural, tirada da casca de algumas frutas. Pode dar
diarreia, dor de cabeca e dor de barriga. Se isso acontecer, vocé também precisa avisar 0S seus pais.

Se vocé ou seus pais (ou responsaveis) tiverem alguma duvida sobre seus direitos como um
paciente de pesquisa, vocé também pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul pelo telefone (67) 3345-7187. Esse
comité ja conhece 0 nosso projeto de pesquisa e autorizou a sua realizacao.

Os resultados da pesquisa vao ser publicados em revistas cientificas, mas ndo vamos colocar
seu nome e se usarmos uma foto sua ndo vamos mostrar o seu rosto. Assim, ninguém sabera que
voceé participou da pesquisa, se VOCé nao quiser.

Eu, aceito participar

da pesquisa. Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer
“sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “nido” e desistir.

Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0S meus responsaveis. Recebi
uma copia deste termo de assentimento, li junto com o pesquisador e com meus pais (ou responsaveis)

e concordo em participar da pesquisa.

Campo Grande, MS, de de.

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura da testemunha

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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ANEXO C - Artigo publicado em Periodico B1

# Online first About the Journal Current issue Archive Publication Ethics Anti-Plagiarism system

Journal of Pre-Clinical
and Clinical Research

Current issue
2/2024 vol. 18 <

RESEARCH PAPER

Buccal epithelial cells as non-invasive biological material for fibrodysplasia ossificans —
rogressiva gene expression studies !
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Ana Ligia Barbosa Messias, Suzana Lopes Bomfim Balaniuc, Lorena Falcdo Lima, Deborah Ribeirc Nascimento, Marilene =

Garcia Palhares, Fabiana Alves, Helen Lima Del Puerto, Jose Mauro Goulart Brum, Durval Batistza Palhares, Almir Sousa Martins

J Pre Clin Clin Res. 2024;18(2):89-94

DOI: https://doi.org/10.26444/jpccr/188214
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ANEXO D - Parecer de aprovacéo do projeto do Comité de Etica UFMS
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DaD0s 0 PROJETO DE PESQUISA

Tihiule da Pesquisa: ASPECTOS CLINICOS, BIOQUIMICOS E MOLECULARES EM PORTADORES DE
FIBRODISPLASIA CSSIFICANTE PROGRESSIVA ANTES E DEPOIS DO
TRATAMENTO COM ACIDD ASCORBICO, PROPRANOLOL, HESPERIDINA E

Pesquisador: Durval Eatsa Palhares

Arsa Temsatica:

Varsldo: 4

CAAFE: ADG0ESH.5. 00000021

Insfttulc:ao Proponsnts: Universidate Fedaral de Mato Grosso o Sul - UFMS

Patrocinador Principal; INSTITUTO DE ASSISTEMCIA E PESQIISA EM EDUCACAD E SAUDE - IAPES
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Homene do Parecer: £ 763.072

Apressntagio do Projeto:;

A Fibrodisplasia Ossicante Progressiva (FOP) @ uma doenga genstica rara, caracterzada por grave
nEsMcagio helernbpica. Sem tratamento curative, Importa ampllar o conhedments de aspectos dinlcos,
blogquimizos & moleculares relacionades 308 sfeltos do Acldo ascarbico assoclado ao propranolol
(FOPCOM), sobre vias de sinallzapio possivelmente envoividas na fislopatologla 3 doenca. A fim de
potenclalizar tais efslios, propfSese 3 andilse adicional dos efeitos da hespendng e da eplgaloeatequing,
quando administrados entre a5 dosss habituals de FOPGON, na forma o2 novos compostos: acido
ascebion £ hasparking (AA+HSE) @ 3cido ascorbleo + epigalocatequing (AA+ERIL A pesquisa serd
desenvolvida com 4 grupos de Individuos: Grupo 1: Indiviguos saudavels (n=E); Grupo T Indviduos
portagores de FOP em tratamento com FOPCOM (n=8) Grupo 3: Individucs portadores 2 FOP am
tratamerin com FOPCON e AR+HSP [n=3); Grupo 4: Indviduos poriadores de FOP em raiamento com
FOPCOM 2 AS+E (n=8). 05 aspacios dlinicos serlo stsanados & regisiados por meio de questionaro &
exames fisico & laboratoral Aspectos bloquimicos & molecuiares relacionados & Inflamago, fibrose &
cessificacdn, serdo analsados em laborattno, em modeics I vivo & In vitro, 3 partir de amosiras Indviduais
de sangue e de raspado g8 muchsa oral. Para analise estatislica dos resultados sera utilizado o métoda CT
comparative e aplicatos Teste -Sudent ndo pareado & ANCVA [p<0,05). Este projeto, siém de Incrementar
@ histiona natural da FOP e o enfendmento de sua fisiopatoingla, explizar
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ANEXO E - Parecer de aprovacédo do projeto do Comité de Etica UFMS
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ANEXO F - Certificado de Analise Hesperidina
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ANEXO H - Normas Regulamentadoras para o Armazenamento
e Uso de Material Biolégico Humano

RESOLUCAO N° 240, DE 18 DE SETEMBRO DE 2017.
Estabelece as Normas Regulamentadoras para o
Armazenamento e o Uso de Material Bioldgico
Humano, no ambito da UFMS.

O PRESIDENTE DO CONSELHO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO da
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no uso de suas atribuicdes legais, de acordo
com a Resolugéo n° 441/11-CNS; a Portaria n° 2.201/2011, do Ministério da Salude; a Resolugéo n°
292/99-CNS; a Resolugdo n® 466/2012-CNS; e considerando demais documentos contidos no
Processo n°® 23104.004929/2015-30, resolve, ad referendum:

Art. 1° Estabelecer as Normas Regulamentadoras para o Armazenamento e Uso de
Material Bioldgico Humano da Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

CAPITULO |
DAS DEFINICOES E DA ABRANGENCIA

Art. 2° Estas Normas norteiam as acOes para a elaboracdo de Protocolo de
Desenvolvimento para 0 Armazenamento e Uso de Material Biolégico Humano e dispde sobre as
regras pertinentes a essa finalidade, no &mbito da Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul.

Art. 3° Para fins destas Normas considera-se:

I - Biobanco: colecdo organizada de material biolégico humano e informacges
associadas, coletado e armazenado para fins de pesquisa, conforme regulamento ou normas técnicas,
éticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade e gerenciamento institucional, sem fins
comerciais;

Il - Biorrepositério: colecdo de material biolégico humano, coletado e armazenado ao
longo da execucdo de projeto de pesquisa especifico, conforme regulamento ou normas técnicas,
éticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade institucional e gerenciamento do
pesquisador, sem fins comerciais;

Il - Material Biol6gico Humano: espécimes, amostras e aliquotas de material original
e seus componentes fracionados;

IV - Informagbes Associadas: quaisquer informacOes relativas ao participante da
pesquisa e seu material bioldgico, incorporadas ao registro no biobanco ou biorrepositério;

V - Projeto de Pesquisa: documento em que € descrita a pesquisa em seus aspectos
fundamentais, incluindo informac6es relativas ao participante da pesquisa, detalhamento a respeito
dos métodos que serdo utilizados para a coleta e tratamento das amostras bioldgicas, qualificacdo
dos pesquisadores e instancias responsaveis;

VI - Protocolo de Desenvolvimento: documento no qual sdo definidos a constituicdo de
biobancos e biorrepositorios, seus responsaveis e seus aspectos fundamentais, como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) a ser utilizado, as informagdes relativas ao participante
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e as amostras e as etapas de coleta, processamento, armazenamento, distribuicdo e descarte de
material biol6gico humano;

VIl - Participante da Pesquisa: aquele que, de forma esclarecida, livre e autdnoma,
consente em participar de pesquisas, atuais ou potenciais, envolvendo o armazenamento de seu
material bioldgico em biobancos ou biorrepositorios;

VIIl - Regimento Interno para Biobanco (RIB): documento que contempla as
caracteristicas, a finalidade, a estrutura organizacional e o0 modus operandi de cada biobanco, bem
como a descricdo dos Procedimentos Operacionais Padrdo (POP) que correspondem a
sistematizacdo das técnicas de coleta, processamento, armazenamento, disponibilizacdo e descarte
de materiais bioldégicos humanos;

IX - Termo de Responsabilidade Institucional (TRI): declaracdo institucional de
responsabilidade técnica e financeira para constituicdo e manutencdo do biobanco, integrante do
Protocolo de Desenvolvimento;

X - Termo de Transferéncia de Material Bioldgico (TTMB): documento devidamente
aprovado pelo Sistema CEP/Conep quando da proposic¢ao do projeto de pesquisa, por meio do qual
0 pesquisador responsavel recebe o material biolégico humano armazenado com suas informacdes
associadas, assumindo a responsabilidade pela sua guarda e utilizacdo, pela garantia do respeito a
pessoa e a confidencialidade e pelo fornecimento, ao biobanco, das informacdes obtidas em sua
pesquisa; e

XI - Termo de Compromisso para o Uso de Material Bioldgico: documento em que o
pesquisador se responsabiliza pelo uso e destinacdo de material biolégico e informagdes associadas,
resguardando a confidencialidade e o sigilo.

CAPITULO 11
DA ORGANIZAGCAO INSTITUCIONAL PARA O ARMAZENAMENTO E USO DE
MATERIAL BIOLOGICO HUMANO NA UFMS

Art. 4° Os locais para 0 armazenamento e o uso de material biolégico humano podem
estar situados na UFMS em apenas uma ou em varias edificacdes, construidas ou adaptadas para
este fim.

Art. 5° Os locais para 0 armazenamento e o0 uso de material biolégico humano devem
adotar um conjunto de praticas e dispor de equipamentos e instalacGes voltados a prevencao,
minimizacdo e/ou eliminacdo de riscos inerentes a salde humana, as atividades de pesquisa e ao
meio ambiente.

Art. 6° As pesquisas que utilizam materiais biol6gicos humanos devem prever o retorno
dos beneficios ao individuo e a sociedade, delineados de forma clara e consubstanciada.

Art. 7° Os materiais bioldgicos humanos armazenados e as informagdes associadas a
eles devem ser organizados na UFMS como:

| - Biobanco; ou

Il - Biorrepositério.

Art. 8%  Sdo critérios primordiais do funcionamento de Biobancos e de
Biorrepositorios:
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| - a qualidade, a seguranga, a adequacao técnica, a observancia aos preceitos éticos,
morais e juridicos do material armazenado e das informagdes associadas; e
Il - o controle e a administracdo do material biolégico e das informagdes associadas.

Art. 9° Todos os materiais biolégicos humanos e informac6es associadas deverdo ter
garantida a preservacdo de privacidade, sigilo, seguranca e integridade dos dados.

Secéo |
Do Biohanco

Art. 10. A constituicdo e o credenciamento do Biobanco requerem a submissdo previa
de um Protocolo de Desenvolvimento para analise do CEP/UFMS e, ap6s aprovado nesta instancia,
a andlise e parecer final da Conep.

Art. 11. O Protocolo de Desenvolvimento para constituicdo de Biobanco na UFMS deve
conter a descrigdo das politicas de seguranca para 0s sistemas de acesso as amostras armazenadas
no Biobanco e as informagdes associadas, com niveis de permissdo diferenciados e formas de evitar,
por meio de processos de codificacdo e decodificacdo, a identificagdo do participante da pesquisa
por pessoal ndo autorizado.

Art. 12. O Protocolo de Desenvolvimento deve conter a descricdo das politicas de
utilizacdo racional do material biolégico humano armazenado, a fim de garantir a preservacdo do
acervo, privilegiar o seu uso social e cientifico e evitar o esgotamento desnecessario das amostras.

Art. 13. O Protocolo de Desenvolvimento deve conter 0s seguintes anexos:

I - Procedimentos Operacionais Padrdo (POPs) aplicaveis ao material bioldgico
humano armazenado;

Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

Il - Termo de Responsabilidade Institucional (TRI); e

IV - Regimento Interno do Biobanco (RIB).

Art. 14. O Biobanco devera conter um sistema seguro de identificagdo, que garanta o
sigilo, o respeito a confidencialidade e a recuperacdo dos dados dos participantes da pesquisa, para
fornecimento de informacdes do interesse destes ou para a obtencdo de consentimento especifico
para utilizagdo em nova pesquisa.

Art. 15. Quando houver alteracédo da titularidade da responsabilidade pelo Biobanco,
tal fato deve ser prontamente comunicado ao Sistema CEP/Conep.

Art. 16. O Biobanco esta sujeito a inspecdo sanitaria pelos 6rgdos competentes.

Secéo Il
Do Biorrepositério
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Art. 17. O Biorrepositério deve estar vinculado a um projeto de pesquisa especifico,
previamente aprovado pelo CEP/UFMS e, quando for caso, pela Conep.

Art. 18. Os responsaveis por Biorrepositorio, instalados na UFMS, devem atender as
determinacdes do Protocolo de Desenvolvimento para armazenamento e uso de material bioldgico.

Art. 19. O periodo de armazenamento dos materiais bioldgicos, e das informacGes
vinculadas ao projeto, sera definido da seguinte forma:

I - No projeto de pesquisa correspondente, observando o cronograma aprovado pelo
CEP e, quando for o caso, pela Conep; e

Il - Nos POPs especificos.

Paragrafo unico. Para uso compartilhado do material bioldgico armazenado e/ou
informacOes associadas em Biorrepositorio, o pesquisador deverd ter a expressa aprovacao do
responsavel pelo Biorrepositério.

Art. 20. Todo e qualquer uso adicional de materiais biol6gicos humanos e informacdes
associadas devera ser objeto de uma emenda ao projeto original ou de um novo projeto de pesquisa
igualmente submetido e aprovado pelo CEP e, quando for o caso, pela Conep.

CAPITULO Il
DO PROCESSO DE CONSENTIMENTO INFORMADO E DO TERMO DE
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Art. 21. Todos os materiais bioldgicos humanos e informacgfes associadas deverdo ser
obtidos com autorizacdo dos participantes de pesquisa ou responsaveis legais, por meio de um
processo de consentimento, que devera ser pautado pelo principio da responsabilidade e da
confianca entre estes e o0 pesquisador contemplando as regras especificas destas Normas.

Art. 22. O consentimento referente a coleta, depdsito, armazenamento e utilizagao de
material bioldgico humano em Biobanco e Biorrepositorio devera ser formalizado por meio de TCLE.

8 1° Tratando-se de amostras para Biobanco, o TCLE deve oferecer ao participante da
pesquisa a possibilidade de optar por uma das seguintes situacdes, excludentes entre si:

I - Manifestacdo expressa da necessidade de novo consentimento a cada pesquisa; e

Il - Manifestacdo expressa de dispensa de novo consentimento a cada pesquisa.

8 2° Na opcéo prevista no inciso | o sujeito da pesquisa pode indicar, no TCLE, de
forma expressa, as pessoas que podem consentir na utilizacdo de seu material biolégico humano
armazenado, em caso de ébito ou condicgdo incapacitante.

8 3° Deve ser garantido gratuitamente, a qualquer tempo pelo pesquisador, acesso do
participante da pesquisa aos resultados obtidos a partir do seu material biolégico armazenado e as
orientacBes quanto as suas implicagdes, incluindo o aconselhamento genético, quando aplicavel.
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Art. 23. O processo de consentimento informado, para a coleta, depdsito,
armazenamento e utilizacdo de material bioldgico identificado deve ser prévio a realizagcdo da coleta
ou do processamento do material para a pesquisa e registro das informacdes associadas, e
formalizado por meio de TCLE.

Art. 24, O consentimento livre e esclarecido referente a coleta, depdsito,
armazenamento, utilizacdo e descarte de material biolégico humano em Biorrepositorio é
formalizado por meio de TCLE especifico para cada pesquisa.

Art. 25. Quando fundamentada a impossibilidade de contato com o sujeito de pesquisa,
devera o pesquisador submeter o projeto ao CEP, a quem cabera julgar a pertinéncia da solicitacdo
e emitir parecer sobre a utilizacdo ou ndo do material biolégico humano armazenado.

Art. 26. O processo de consentimento deve assegurar aos participantes de pesquisa,
responsaveis ou representantes legais:

I - A livre manifestacdo da vontade para autorizar o0 armazenamento e o registro das
informacdes associadas ao material biologico;

Il - O acesso as justificativas, as informacdes pessoais, aos objetivos e aos
procedimentos relativos a utilizagdo do material biologico e informages associadas;

Il - Alinformac&o sobre os riscos possiveis e 0s beneficios esperados da pesquisa;

IV - O direito de conhecer a identificacdo dos responsaveis, pessoa fisica ou juridica,
pela guarda do material bioldgico e informacdes associadas;

V - A liberdade de retirar o seu consentimento para a manutengdo ou a utilizacdo de seu
material biolégico armazenado e informacgfes associadas, em Biobanco ou Biorrepositorio, a
qualquer tempo, com validade a partir da data da comunicacéo da decisdo, sem que isso importe
qualquer prejuizo pessoal;

VI - A liberdade manifestada por escrito e assinada, de optar por ndo conhecer o
resultado da pesquisa que possa estar relacionada ao material bioldgico cedido e/ou as informagdes
associadas;

VIl - A vontade, que deveré ser expressa por escrito e assinada no TCLE, de ndo ser
novamente contatado para consentir sobre o uso do material bioldgico e/ou informag6es associadas,
em caso de futuras e distintas pesquisas; e

VIII - O cadastramento das informacdes prestadas em sistema de informacao seguro
que possibilite a manutencdo do sigilo e o contato posterior.

8§ 1° No caso do estabelecido no inciso V, a retirada do consentimento sera formalizada
por manifestacdo expressa, assinada, do participante da pesquisa ou seu representante legal.

§ 2° Conforme estabelecido no inciso V, o material devera ser descartado, nos moldes
do Capitulo VII e as informagdes associadas ignoradas, salvo quando se tratar de amostras
associadas também a procedimentos assistenciais.

8 3° Quando se tratar de amostras armazenadas em biorrepositério, no caso do inciso VI,
0 participante da pesquisa sempre devera ser contatado novamente para obtencao de novo TCLE.

Secretaria Especial de Legislac&o e Orgéos Colegiados - Seloc/RTR
Av. Costa e Silva s/n° - Bairro Universitario - Fones: (067) 3345-7042

79070-900 Campo Grande-MS /  http://www.ufms.br e-mail: seloc@ufms.br




Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao

Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
UFMS

Art. 27. No caso especifico de informacbes genéticas relacionadas ao material bioldgico
armazenado e/ou informacdes associadas, 0 processo de consentimento informado deve observar:

I - As informacdes genéticas ndo relacionadas com o objetivo da pesquisa, para a qual
o material biolégico foi coletado, ndo serdo comunicadas ao participante, exceto nos casos em que
haja tratamento disponivel,

Il - O participante da pesquisa devera, por escrito, manifestar a ndo autorizacdo para a
divulgacdo personalizada de informacdo obtida com a pesquisa que possa ter implicacdes para
outros individuos da familia na atualidade ou em geragdes futuras; e

Il - No caso de o participante de pesquisa ndo manifestar por escrito a negativa
mencionada no inciso Il deste artigo, o pesquisador responsavel podera comunicar a outros
individuos da familia resultados que possam beneficia-los ou aos seus descendentes.

Art. 28. Sé&o direitos do participante da pesquisa que devem obrigatoriamente constar

do TCLE:

I - O acesso gratuito as informacGes associadas ao seu material biolégico humano
armazenado;

Il - O acesso gratuito as informacdes obtidas a partir do seu material biolégico humano
utilizado;

Il - O acesso gratuito as informacOes genéticas obtidas a partir do seu material
biolégico humano utilizado, inclusive aquelas que implicam riscos para doengas ndo preveniveis ou
riscos familiares;

IV - O anonimato em quaisquer formas de divulgacéo das informacg6es ou resultados
associados ao material biolégico humano utilizado;

V - Aretirada do consentimento, a qualquer tempo;

VI - A designacdo das pessoas que poderdo ter acesso a sua informacdo genética, em
caso de 6bito ou condicdo incapacitante; e

VIl - O acesso as informacgdes sobre as finalidades do armazenamento, incluindo seu
responsavel legal, os riscos e beneficios potenciais, as garantias de qualidade da conservagéo e
integridade de seu material biolégico, bem como as medidas para garantir a privacidade e a
confidencialidade.

§ 1° A garantia do cumprimento do disposto nos incisos Il, Il e IV é atribuicdo do
pesquisador responsavel pelo projeto de pesquisa.

§ 2° Tratando-se de Biobanco, cabe ao responsavel pelo seu gerenciamento fornecer,
ao pesquisador responsavel pelo projeto de pesquisa, a identificacdo do participante cuja amostra
foi utilizada, nas situacGes previstas nos incisos Il, 11l e IV.

Art. 29. A protecdo dos direitos dos participantes da pesquisa, em particular a
confidencialidade dos dados e a conservacdo adequada do Material Biolégico Humano armazenado,
cabe ao pesquisador responsavel e a Instituicao.
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Paragrafo Unico. O participante da pesquisa deve ser comunicado sobre a perda,
alteracdo ou destruicdo de suas amostras bioldgicas ou da decisdo de interrupcdo da pesquisa,
quando for o caso, como também sobre a dissolu¢do ou transferéncia do Biorrepositério ou do
Biobanco.

CAPITULO IV
DA COLETA, CONCESSAO, GUARDA E UTILIZACAO DOS MATERIAIS
BIOLOGICOS E DAS INFORMACOES ASSOCIADAS

Art. 30. Em todos os casos de coleta, concessdo, guarda e utilizacdo dos materiais
bioldgicos e das informagdes associadas devem ser asseguradas a confidencialidade e a privacidade.

Art. 31. S&o consideradas situagdes que podem impossibilitar a obtencdo prévia do
consentimento informado, para a coleta de material bioldgico e informacdes associadas:

| - SituacBes assistenciais de emergéncia;

Il - Situagcbes inesperadas durante a realizagdo de procedimentos diagnosticos e
terapéuticos;

Il - Impossibilidade de contatar as pessoas para consentir, por estarem em lugar incerto
e ndo sabido; e

IV - Falecimento do interessado e nenhuma manifestacdo contraria deste em vida,
expressa por escrito, ou de seus familiares, na seguinte ordem: cOnjuge ou companheiro,
descendentes maiores e capazes e ascendentes.

Art. 32. No caso de coleta e/ou 0 armazenamento do material biolégico e informacdes
associadas ter sido feito de forma identificada, porém sem o prévio consentimento dos participantes
ou dos pacientes, o pesquisador devera:

I - Nos casos possiveis, obter o posterior consentimento dos participantes ou dos
sujeitos;

Il - Mencionar e justificar a impossibilidade de obtengdo do consentimento no projeto
de pesquisa a ser submetido a avaliacdo do CEP; e

Il - Utilizar o material biol6gico e informagdes associadas somente apds a aprovacao
do projeto pelo CEP.

Art. 33. Fica assegurado as autoridades de vigilancia sanitaria o acesso aos registros
para fins de inspecéo e investiga¢do, nos casos previstos em lei e que possam colocar em risco a
saude publica. Igualmente, nestes casos, fica assegurada a confidencialidade das informacdes.

Art. 34. No caso da coleta realizada de material bioldgico e armazenado na Instituicdo
sob conhecimento e anuéncia do CEP/UFMS, anteriormente a estas Normas, e de forma an6nima e
sem identificacdo, fica dispensado o processo de consentimento e respectivo TCLE para a sua
utilizacdo, desde que seja aprovada pelo CEP a anonimizacao.
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81° Nessas circunstancias, o pesquisador responsavel devera ter a previsdo de uso do
material bioldgico e informagfes anonimizadas devidamente esclarecidas no projeto de pesquisa ou
de desenvolvimento, o qual devera ser consubstanciado por Termo de Compromisso para Uso de
Dados e Material Bioldgico.

8§2° O Termo de Compromisso para Uso de Dados e Material Bioldgico deve ser
assinado por todos os pesquisadores envolvidos na manipulacdo e uso do material biologico e
informacdes associadas sem identificacdo, e constar como anexo do projeto.

Art. 35. As concessdes devem ser gratuitas ndo podendo, em qualquer hipétese, ser
remuneradas, cabendo apenas o ressarcimento eventual de gastos de transporte e alimentagédo
relacionados aos procedimentos de coleta o qual, obrigatoriamente, devera estar estabelecido e
especificado no projeto de pesquisa, previamente aprovado pelo CEP.

Paragrafo unico. No Termo de Consentimento, devem estar descritas as informacgdes
que serdo obtidas e armazenadas.

Art. 36. A utilizacdo comercial e o patenteamento de material biolégico humano
armazenado em Biobanco ou Biorrepositorio sdo vedados nos termos da legislacéo vigente.

Art. 37. Os procedimentos de assisténcia a saude tém preferéncia sobre a coleta e
utilizacdo de material biolégico humano para fins de pesquisa, cabendo, neste caso, apenas a
manipulacdo do material excedente.

81° A coleta serd realizada, sempre que possivel, de forma conjunta com o0s
procedimentos necessarios para diagnostico e tratamento, salvo quando se tratar de coleta prospectiva
para fins de pesquisa aprovada previamente pelo CEP e, quando for o caso, pela Conep.

82° Quando o material biologico ndo for procedente de atividades assistenciais, somente
é cabivel a coleta das partes renovaveis integrantes do corpo humano.

83° O material biolégico humano devera retornar ao setor competente da mesma
instituicdo com vistas a utilizacdo em atividades de assisténcia ou diagndstico complementar,
quando for o caso.

Art. 38. No caso de coleta de sangue, deverdo ser adotados os procedimentos técnicos-
cientificos vigentes.

Art. 39. O acesso do pesquisador responsavel as amostras armazenadas em Biobanco
ou Biorrepositorio na UFMS dar-se-4 somente ap6s aprovacdo do projeto de pesquisa pelo CEP ou
pela Conep, quando for o caso.

CAPITULOV
DO TRANSPORTE DOS MATERIAIS BIOLOGICOS E TRANSFERENCIA DAS
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INFORMACOES ASSOCIADAS, QUANDO FOR O CASO

Art. 40. O transporte de material bioldgico e a transferéncia de informacgdes associadas
poderdo ser realizados internamente na UFMS e/ou para outras instituicbes de pesquisa, no ambito
regional, nacional e internacional, devendo atender:

| - As exigéncias da lei e/ou de resolucdes respectivas, se existentes, emitidas pelas
autoridades competentes a cada situacdo, como a Resolucdo n° 20, RDC, de 10 de abril de 2014, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria;

Il - Aos POPs estabelecidos ou, se inexistentes estes, aos POPs reconhecidos no estado
da arte, especificamente relacionados ao material transferido;

Il - As exigéncias éticas e juridicas relacionadas a transferéncia de informacdes
associadas; e

IV - Ao Termo de Transferéncia de Material Biolégico.

Paragrafo Unico. A transferéncia do material biolégico humano armazenado entre
Biobanco ou Biorrepositorio, da propria ou de outra instituicdo, devera ser comunicada ao
participante da pesquisa, mediante novo contato com o participante da pesquisa; e, sempre que
possivel, ou na impossibilidade, devera ser apresentada justificativa ao sistema CEP/Conep.

Art. 41. No caso de pesquisa com material bioldégico armazenado e informacgdes
associadas envolvendo mais de uma instituicdo, sejam regionais, nacionais ou estrangeiras, devera
haver um acordo prévio e formal de colaboracao entre as instituicoes.

81° Essas instituicfes poderdo fazer uso comum do material biolégico armazenado e
suas informaces, conforme estabelecido nos referidos acordos, incluindo o Termo de Transferéncia
de Material Bioldgico e contemplando as formas de operacionalizacdo e de utiliza¢do descritas nos
respectivos POPs.

82° Toda e qualquer utilizacdo destes materiais deve estar prevista em projeto de
pesquisa aprovado pelo CEP.

83° O respectivo acordo devera estabelecer, obrigatoriamente, regras relacionadas ao
resguardo dos direitos do participante de pesquisa dos quais é obtida a amostra bem como dos
direitos decorrentes dos resultados da pesquisa e sua exploracdo comercial.

Art. 42. Nos casos de utilizacdo compartilhada do material bioldgico armazenado sem
identificacdo, previstos em acordos institucionais, € necessaria a obtencdo de Termo Especifico para
Transferéncia deste material a instituicdo parceira, respeitando-se os procedimentos de transferéncia
previstos nos respectivos POPs, nestas Normas e na lei.

Art. 43. Quando os materiais biolégicos coletados na UFMS forem depositados em
outras instituicdes para atividade de Biobanco, a UFMS deve ter uma participacdo formal e poder
de decisdo sobre o uso do material e de suas informacgbes associadas, devendo o pesquisador
responsavel pelo projeto fazer constar no acordo interinstitucional que:

Secretaria Especial de Legislac&o e Orgéos Colegiados - Seloc/RTR
Av. Costa e Silva s/n° - Bairro Universitario - Fones: (067) 3345-7042

79070-900 Campo Grande-MS /  http://www.ufms.br e-mail: seloc@ufms.br




Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao

Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
UFMS

I - O material biolégico armazenado e informacdes associadas deverdo ser
compartilhados igualmente entre as institui¢fes signatarias do acordo, de modo que estes materiais
bioldgicos e informagdes associadas ndo poderdo ser considerados de uso exclusivo da instituicdo
depositaria;

Il - O material biolégico armazenado e informagdes associadas ndo poderdo ser
utilizados sem a ciéncia e concordancia da instituicdo cedente; e

Il - Os pesquisadores da UFMS terdo o direito de acesso ao material biolégico e suas
informac0es para futuras pesquisas, cumpridas as formalidades previamente estabelecidas em Lei,
nestas Normas e no acordo celebrado.

Art. 44. No caso de remessa de material bioldgico humano de Biorrepositério ou de
Biobanco, para instituicdo sediada fora do territorio nacional, obedecer-se-4 a Resolugdo n® 441, de
12 de maio de 2011, do Conselho Nacional de Saude.

CAPITULOVI
DO ARMAZENAMENTO E DO DESCARTE DE MATERIAL BIOLOGICO E
INFORMACOES ASSOCIADAS.

Art. 45. De acordo com 0s principios éticos e juridicos estabelecidos nesta Resolugéo,
e em conformidade com os respectivos POPs de coleta e dos cronogramas dos projetos de pesquisa
aprovados, fica estabelecido que o periodo de armazenamento do material biolégico e das
informac0es vinculadas sera de até dez anos no &mbito da UFMS para Biorrepositorio.

81° Podera haver renovacdo do periodo estabelecido no projeto por mais cinco anos
mediante solicitacdo justificada do pesquisador responsavel, acompanhada do relatério das
atividades de pesquisa desenvolvidas com o material até esta etapa, e de acordo com um novo
cronograma para o projeto de pesquisa submetido ao CEP Institucional.

82° O prazo de armazenamento de material biolégico humano em Biobanco é
indeterminado.

Art. 46. O material biolégico humano armazenado em Biorrepositério pode:

| - Permanecer armazenado, se em conformidade com as normas pertinentes do CNS;

Il - Ser transferido formalmente para outro Biorrepositério ou Biobanco, mediante
aprovacao dos CEPs e das institui¢cdes envolvidas; ou

Il - Ser descartado, conforme normas vigentes de 6rgdos técnicos competentes, e de
acordo com o TCLE, respeitando-se a confidencialidade e a autonomia do sujeito da pesquisa.

Art. 47. No caso de pesquisa envolvendo mais de uma instituicdo, deve haver acordo
firmado entre as instituicdes participantes, contemplando formas de operacionalizagéo,
compartilhamento e utilizagdo do material biolégico humano armazenado em Biobanco ou
Biorrepositorio, inclusive a possibilidade de dissolucao futura da parceria e a consequente partilha
e destinacdo dos dados.
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Art. 48. O descarte do material biolégico humano armazenado pode ocorrer:
| - Pela retirada do consentimento do participante;

Il - devido a inadequacdo da amostra por critérios de qualidade;

Il - Por iniciativa da Institui¢do; ou

IV - Pela dissolu¢édo do Biobanco.

Art. 49. Nas hipodteses previstas nos incisos 111 e 1V do artigo anterior, sdo obrigatérias:

I - A oferta formal do material biolégico humano armazenado a, no minimo, duas
instituicdes de pesquisa que possuam Biobanco e a apresentacdo comprovada da recusa; e

Il - A submissdo da decisdo institucional e da destinacdo do material bioldgico ao CEP,
que as encaminhard para avaliagdo da Conep.

CAPITULOVII
DA RESPONSABILIDADE

Art. 50. O Biobanco localizado nas Unidades da Administracdo Setorial ficara sob a
coordenacdo geral da Administracdo Central da Instituigdo, por meio da Pré-Reitoria de Pesquisa e
P6s-Graduagdo ou por delegacdo de competéncia, ouvida a Direcdo da respectiva Unidade da
Administragéo Setorial.

Paragrafo Unico. Entende-se por coordenacdo geral, nestas Normas, as atividades de
criacdo, planejamento, manutencéo, avaliacéo e extingdo do Biobanco.

Art. 51. Caberé a Direcdo da Unidade da Administracdo Setorial onde o Biobanco esta
localizado, compor as comissdes responsaveis pelo desenvolvimento de atividades relacionadas a
organizacdo, manutencdo e gerenciamento destes, ouvida a Pré-Reitora de Pesquisa e Pods-
Graduacéo.

Art. 52. As comissOes de que trata o artigo anterior deverdo ser compostas por trés a
cinco pesquisadores e um técnico-administrativo, lotados na respectiva Unidade, e deverdo manter
a Direcdo regularmente informada sobre a situacdo, por meio de termos de organiza¢do, manutengdo
e gerenciamento do respectivo Biobanco.

Art. 53. O gerenciamento dos Biorrepositério ficard a cargo dos coordenadores de
projetos de pesquisa a eles associados.

Paragrafo unico. A Direcdo da Unidade de Administracdo Setorial devera ser
formalmente comunicada pelo coordenador do projeto de pesquisa da existéncia do Biorrepositorio,
incluindo o nome do projeto a ele associado, bem como sua vigéncia.

Art. 54. As Comissdes designadas para organizagdo, manutencdo e gerenciamento do
Biobanco deverdo elaborar um regulamento interno de funcionamento do Biobanco respeitando a
legislacdo vigente e estas Normas.
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Art. 55. Os pesquisadores responsaveis por projetos que utilizem materiais bioldgicos
previamente armazenados, ou suas informacdes, deverdo se comprometer, assim como toda a
sua equipe de pesquisa, com o cumprimento de todas as normas, POPs e com acordos
previamente estabelecidos.

Art. 56. Os procedimentos assistenciais que tenham a previsdo de coleta ou
armazenamento de material bioldgico e informagdes associadas para uso em pesquisa serdo
de responsabilidade do profissional de saude envolvido com o projeto, salvo outras
disposi¢cOes constantes no projeto de pesquisa.

CAPITULO VI
DAS DISPOSICOES FINAIS E TRANSITORIAS

Art. 57. O Biobanco/Biorrepositorio constituido na UFMS anteriormente a estas
Normas devera adequar-se ao nela disposto no prazo de um ano, contado a partir da data de
sua publicagéo.

Paragrafo unico. A observancia das normas previstas nesta Resolugédo seré objeto
de analise e aprovacao pelo Sistema CEP/Conep.

Art. 58. O Biobanco deverd estar credenciado no Sistema CEP/Conep e estara
sujeito & inspecdo sanitéria pelos 6rgdos competentes.

Art. 59. A Instituicdo, por meio da Dire¢do da Unidade da Administragdo Setorial
e da Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagdo, responsdvel pelo Biobanco, devera
encaminhar ao sistema CEP/Conep, a cada cinco anos, o relatorio de atividades no qual
conste 0 numero de participantes incluidos no periodo e a relacdo de pesquisas que utilizaram
material bioldgico.

Art. 60. Os POPs relativos aos Materiais Biologicos Humanos existentes e
armazenados na UFMS deverdo ser elaborados pelas Comissdes responsaveis pelos
Biobancos e aprovados pelo CEP no prazo méaximo de doze meses ap6s a entrada em vigéncia
destas Normas.

Art. 61. Os casos omissos serdo avaliados pelo Comité de Etica em Pesquisa e
pelas instancias pertinentes da Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Art. 62. Esta Resolucdo entra em vigor na data de sua publicacao.

Art. 63. Fica revogada a Resolucao n° 193, de 9 de dezembro de 2015.

NALVO FRANCO DE ALMEIDA JUNIOR
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