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Resumo

O tabagismo esta associado ao aumento da morbidade em individuos com doenca
falciforme (DF). Fatores genéticos sao conhecidos por influenciar o comportamento
do tabagismo em outras populagfes, mas ndo foram investigados em individuos com
DF. Objetivo: avaliar o impacto do tabagismo nos achados clinicos e laboratoriais
em uma grande coorte de DF e identificar as variacbes genéticas que podem estar
associadas ao tabagismo nessa populacdo. Métodos: A coorte Brasil de DF do
Estudo de Epidemiologia do Receptor e Avaliacdo de Doadores (REDS-III) foi
estabelecida em 6 cidades brasileiras, para investigar os resultados clinicos. Os
participantes adultos foram entrevistados e perguntados se ja haviam fumado 100
cigarros na vida. Os participantes com resposta “sim”, foram classificados como
Fumantes (fumante ativo e ex-fumante) e Nao Fumantes. Os dados clinicos e
laboratoriais dos participantes ‘Fumantes’ e ‘Nao fumantes’ foram comparados.
Todos os participantes foram genotipados usando uma matriz personalizada e um
Genome Wide Association Study (GWAS) foi conduzido para avaliar quais variacfes
de nucleotideo Unico (SNVs) estavam associadas ao tabagismo. Resultados: dos
1.231 adultos inscritos com dados do tabagismo, 332 (26,97%) foram classificados
como 'Fumantes' e 899 (73,03%) como 'Nao fumantes'. Sexo masculino, idade = 40
anos, menor escolaridade e hemoglobina acima do percentil 75 associaram-se a
condicdo de fumante alguma vez. No GWAS, nenhum SNP atingiu significancia em
todo o genoma (p < 5x10 8). No entanto, SNVs rs11087854 e na posicdo 1059991
no cromossomo 20, localizado no gene AL110114.1 e SNV rs701023 no gene
NCOR2 foram nominalmente significantes (P <10-7) sugerindo uma possivel
associacdo com tabagismo. Conclusdo: sexo, idade e escolaridade estdo
relacionados ao tabagismo de pacientes com DF e o tabagismo esta associado a
niveis mais elevados de hemoglobina neste mesmo grupo. A analise sugere que

novos loci estdo associados ao tabagismo em pacientes com anemia falciforme.

Palavras-chave: Anemia falciforme, variagdo genética, tabagismo, nicotina.



Abstract

Smoking is associated with increased morbidity in individuals with sickle cell disease
(SCD). Genetic factors are known to influence smoking behavior in other populations
but have not been investigated in individuals with SCD. Our aim was to assess the
impact of smoking on clinical and laboratory findings in a large cohort of SCD and to
identify genetic variations that may be associated with smoking in this population.
Methods: The Brazil SCD cohort of the Recipient Epidemiology and Donor Evaluation
Study (REDS-III) was established in 6 Brazilian cities to investigate clinical outcomes.
Adult participants were interviewed and asked if they had smoked 100 cigarettes in
their lifetime. Participants who answered “yes” were classified as smokers (active
smokers and ex-smokers) and non-smokers. Clinical and laboratory data of 'smokers'
and 'non-smokers' participants were compared. All participants were genotyped using
a custom matrix and a Genome Wide Association Study (GWAS) was conducted to
assess which single nucleotide variations (SNVs) were associated with smoking.
Results: Of the 1,231 adults enrolled with smoking data, 332 (26.97%) were
classified as 'Smokers' and 899 (73.03%) as 'Non-smokers'. Male gender, age = 40
years, less education and hemoglobin above the 75th percentile were associated
with having ever smoked. In GWAS, no SNP reached genome-wide significance (p <
5x10 -8). However, SNVs rs11087854 and at position 1059991 on chromosome 20,
located in the AL110114.1 gene, and SNV rs701023 in the NCOR2 gene were
nominally significant (p < 10-7), suggesting a possible association with smoking.
Conclusion: Gender, age and education are related to smoking in patients with SCD
and smoking is associated with higher levels of hemoglobin in this same group. Our
analysis suggests that new loci are associated with smoking in patients with sickle

cell anemia.

Keywords: Sickle cell anemia, genetic variation, smoking, nicotine.
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1 INTRODUCAO

O uso do tabaco € uma das principais causas de morte evitavel no mundo,
contribuindo com aproximadamente 7,5 milhdes de mortes por ano, principalmente
devido ao cancer de pulmao, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e doenca
isquémica do coracdo(l). A prevaléncia do tabagismo é alta em muitos paises de
baixa e média renda e, na América Latina, o tabagismo é um fator de risco muito
importante para morte e incapacidade (1-2). A expectativa de vida dos fumantes é
reduzida em 10 anos em comparacao aos nao fumantes e o abandono do tabagismo
antes dos 40 anos é eficaz na reducdo do risco de morte por complicacbes do

tabagismo (3).

O comportamento de fumar é altamente influenciado pela dependéncia da
nicotina é influenciado pelo gendtipo (4). Véarios estudos associam multiplos loci com
0 inicio do tabagismo, a quantidade de cigarros fumados por dia e acessacao do
tabagismo. Para essas respostas citam-se genes, que influenciam a resposta a
nicotina e regulam os neurotransmissores ativados pela mesma (4-6). A familia de
genes de receptores de nicotina localizados no cromossomo 15 é a mais
consistentemente associada a carga do tabaco e ao grau de dependéncia por meio
de Genome Wide Association Studies (GWAS) (7,8). Sabe-se que os fatores
genéticos, contribuem significativamente para a manutencédo do tabagismo e para o
sucesso da cessacdo, lancando luz sobre a possibilidade de determinar a
suscetibilidade genética individual a dependéncia da nicotina, na tentativa de orientar

e personalizar a terapia para cessacao do tabagismo (9-11).
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Além da inflamacao crénica bem documentada nas vias aéreas causada pelo
uso prolongado de tabaco, o tabagismo afeta a imunidade sistémica atenuando a

imunidade defensiva ou exacerbando as respostas imunes patogénicas (12).

Além disso, € um dos principais fatores de risco para Infarto agudo do
miocardio, doenca arterial coronariana, acidente vascular cerebral e doenca vascular
periférica, bem como o desenvolvimento do cancer de pulméo (13). O uso do tabaco
aumenta as citocinas pro-inflamatérias, causa inflamagdo vascular e disfuncéo
endotelial, induz hemolise e altera a composicdo da membrana das hemacias (14-

19).

Um estudo com 106 adultos com DF encontrou uma prevaléncia de 36% de
tabagismo ativo autorrelatado (20). Na DF, a inflamacédo vascular e a expresséo de
moléculas de adesdo endotelial induzidas pelo fumo ativo ou passivo podem
aumentar a vaso-oclusdo (20) e h&a evidéncias crescentes de que a fumaca do
tabaco tem impacto negativo na morbidade desta doenca. Foi demonstrado que o
tabagismo € um fator de risco comum e importante para episodios de dor vaso-
oclusiva (EVO), sindrome toracica aguda (SCA) e obstrucdo das vias aéreas
inferiores em criangcas com DF (20-23). Entre adultos, um estudo associou o0
tabagismo ativo a maiores taxas de sindrome toracica aguda (20). As complicacdes
relacionadas ao tabagismo sdo mais bem exploradas no cenario do tabagismo

passivo. Mas, a literatura ainda € escassa referente ao tabagismo ativo na populacéo

geral com DF.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o impacto do tabagismo nas complicacdes clinicas relacionadas a

Doenca Falciforme

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o impacto do tabagismo nos achados clinicos e laboratoriais em uma

coorte de DF.

Identificar as variagfes genéticas que podem associar-se ao tabagismo em

uma coorte de DF.

3 MATERIAL E METODOS
Coorte DF do Estudo de Epidemiologia do Receptor e Avaliacdo de Doadores

Il (REDSIII)

Coorte REDS-III individuos com DF inscritos em seis diferentes localidades
brasileiras: Recife (Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco -
HEMOPE), Rio de Janeiro (Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira
Cavalcante - HEMORIO), Belo Horizonte (Fundacdo Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Estado de Minas Gerais - HEMOMINAS), Montes Claros (Fundagao
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Minas Gerais - HEMOMINAS),
Juiz de Fora (Fundacéo Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Minas
Gerais - HEMOMINAS) e Séo Paulo (Infantil Instituto Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo - HCFMUSP). Detalhes sobre

a coorte REDS-III foram publicados (24). Resumidamente, a coorte incluiu 2.793
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participantes compreendendo 1.560 (55,85%) criancas (<18 anos de idade) e 1.232
(44,15%) adultos, com a seguinte distribuicdo de genotipos de DF: HbSS (70,7%),
HbSC (23 %), SR °© -talassemia (3%), SB * -talassemia (2,9%) e outros (1,1%). As
mulheres representaram 53% da coorte. Apenas adultos foram incluidos nesta
analise, pois as perguntas relacionadas ao tabagismo foram feitas apenas a esses

participantes (=18 anos).

Os participantes adultos foram entrevistados e responderam perguntas
relacionadas a drogas e alcool. Essas perguntas foram baseadas em perguntas
desenvolvidas e validadas pelo US Centers for Disease Controland Prevention
National Health Interview Survey. Essas mesmas perguntas foram usadas em
estudos brasileiros como parte da Pesquisa Nacional de Saude (25-26). Todas as
perguntas foram feitas por equipe treinada, em uma sala privada, para manter a

confidencialidade.

A entrevista continha as seguintes perguntas: “Vocé ja fumou 100 cigarros
na vida” e “Quantos cigarros vocé fumou nos ultimos 30 dias?”. Os participantes que
responderam 'sim' a primeira pergunta, foram considerados 'Fumantes' e o0s
pacientes que responderam 'n&o’ foram classificados como 'Nado Fumantes'. Foram
considerados ‘fumantes ativos' os participantes que declararam ter fumado algum
cigarro nos ultimos 30 dias. Entretanto, 30% dos pacientes que tem doenca
respiratoria acabam omitindo o ato de fumar, sendo assim uma limitacdo do estudo,
como medida objetiva do status do tabagismo (27). Nao houve dados referentes a
tabagismo passivo. Todos os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos dos
prontuarios dos pacientes. As complicacbes clinicas relacionadas a DF foram

definidas conforme descrito (28).
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3.1 Analise estatistica

As variaveis qualitativas foram apresentadas como frequéncias e as
guantitativas como média + desvio padrdo. As variaveis clinicas categoéricas foram
comparadas entre os grupos ‘fumantes’ e 'ndo fumantes' usando o teste Qui-
quadrado. As variaveis continuas foram comparadas entre 0os grupos por meio do
Teste t no caso de distribuicdo normal ou pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney para dados ndo normais. A analise multivariada foi realizada por meio de
um modelo de regressao logistica. Um p valor inferior a 0,05 foi considerado

significativo. Todos os testes foram realizados no SPSS, 202 versao.

3.2 Genotipagem

A genotipagem foi realizada usando uma matriz personalizada de
medicamentos para transfusdo Affymetrix (Santa Clara, CA) que contém
aproximadamente 879.000 SNP e marcadores de polimorfismo de niamero de cépias
com alta cobertura de imputacdo em todo o genoma para afro-americanos (97,5%),
hispéanicos (96,1%), asiaticos orientais (94,6%) e genomas brancos (96,1%) em uma
frequéncia de alelos menores de 5% (29). As andlises dos genoétipos foram
realizadas usando o software Axiom Analysis Suite (Affymetrix). Os alelos de
antigenos leucocitarios humanos foram analisados com o software Axiom HLA
Analysis (Affymetrix). Ja os polimorfismos de numero de copias foram analisados
com o Axiom CNV Summary Tools, com analises adicionais realizadas com

PennCNV (http://penncnv.openbioinformatics.org/en/latest/). Todas as analises

foram realizadas segundo as recomendacdes do fabricante.
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Amostras com valores de controle de qualidade da placa (DQC) inferiores a
0,85 ou superiores a < 97%, foram excluidas. Placas com métricas de controle de
qualidade de placa < 95% ou taxas médias de chamada < 98,5%, também foram
excluidas. Para controle de qualidade SNP, SNPolisher foi usado, e SNPs nas
categorias recomendadas (PolyHighRes, MonoHighRes, NoMinorHom e
Hemizygous) foram mantidos. Amostras com definicbes de género inconsistentes
entre a genotipagem e o banco de dados do estudo foram excluidas. PLINK (28) foi
usado para calcular identidade por descendéncia, e a amostra com menor taxa de
chamada de pares de amostras com PI_HAT > 0,4 ou IBS > 0,9 foi excluida. SNPs
com taxas de chamada < 97% ou desvio significativo do equilibrio de Hardy-
Weinberg (P < x 10 ) foram excluidos. O faseamento foi entdo conduzido com
SHAPEIT (30) e a imputacdo com IMPUTEZ2 (31), com haplétipos derivados da Fase

3 do Projeto 1000 Genomas (32) como dados de referéncia.

3.3 Estudo de associagao ampla do genoma (GWAS)

A subestrutura da populacéo foi determinada gerando componentes principais
usando PLINK (33) software em SNPs autossdmicos, podados de desequilibrio de
ligacdo apenas com participantes nao relacionados. Os 10 principais componentes
principais foram incluidos nas analises de associacdo para ajustar a subestrutura da
populacdo. Andlises de associacdo ampla do genoma foram conduzidas usando o
pacote GEMMA (34) softwarecom modelo logistico misto, ajustado para idade como
variavel categérica (< ou = 40 anos), género e niveis de hemoglobina (< ou 2=
percentil 75) como covariaveis, bem como parentesco criptico. A ferramenta
onlineHaploReg v4.1 (35) foi utilizada para explorar os genes mais proximos dos

SNPs indice. LocusZoom (36) foi usado para gerar um Qg-plot, um Manhattan
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plot(37) e LocusZoomplots, com 1000 Genomes Project Phase 3 LD estimativa. Um
limite de valor P de todo o genoma de 5x10 8 foram usados para definir a
significAncia estatistica na analise GWA. Apenas variantes com alelos de menor

frequéncia > 0,05 foram consideradas.

4 RESULTADOS

4.1 Populacéao do estudo

Havia 1.232 participantes adultos na coorte e 1.231 tinham dados
disponiveis sobre tabagismo. Destes, 332 (26,97%) foram classificados como
‘Fumantes’ e 899 (73,03%) foram considerados ‘Nao Fumantes’ (Tabela 1). Um total
de 80 participantes revelou ter fumado pelo menos um cigarro nos ultimos 30 dias,
sendo assim considerados fumadores ativos (80 de 332 [fumantesativo e ex-
fumantes], 24,2%). As principais comparacoes clinicas e laboratoriais foram entre os
grupos 'Fumantes' e '‘Nao Fumantes' (Tabela 2). As comparacdes entre 0S grupos,
'‘Ex-Fumante’, 'Fumante Ativo' e 'Nao Fumantes' também foram realizadas. Porém,
com menos participantes nos grupos de fumantes ativo e ex-fumantes, essas foram
andlises secundéarias e os resultados estdo incluidos no Material Suplementar

(Tabelas 1 e 2).

4.2 Associacédo entre variaveis clinicas e laboratoriais e tabagismo
As Tabelas 1 e 2 apresentam a comparacdo entre Fumantes (fumante ativo
e ex-fumante) e Ndo Fumantes referentes a varidveis demograficas, clinicas e
laboratoriais.
Na analise uni variada, o grupo de Fumantes alguma vez, apresentou mais
individuos do sexo masculino (p< 0,001), com maior idade (p < 0,001) e com menor

escolaridade (p < 0,001).Além disso, Fumantes e N&do Fumantes diferiram com
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significancia em contagens de hemoglobina (9,36 + 2,2 x 9,03 £ 1,89); contagem de
leucdcitos (9.605 + 3.811 x 10.221 + 4.016), contagem de plaquetas (337.042 *
150.852 x 371.094 + 149.176), bem como os niveis bilirrubina indireta (0,85 + 0,88 x
1 £ 1,154). As seguintes variaveis de interesse nao diferiram entre os dois grupos:
crise de dor, embolia pulmonar, AVC isquémico, AVC hemorragico,
tromboembolismo venoso e internacfes nos ultimos 12 meses. A frequéncia de
hipertensédo pulmonar foi maior no grupo de Fumantes (21,6%) em relacdo aos Nao
Fumantes (15,8%). Entretanto, ndo foi alcancada significancia estatistica (p=0,085),
devido ao numero de participantes fixos, baseado em nossa coorte de doenca
falciforme.

Na andlise multivariada (Tabela 3), a variavel sexo masculino, idade = 40
anos, baixa escolaridade e hemoglobina acima do percentil 75 estiveram associadas
a condicao de fumante alguma vez.

Comparados fumantes ativos, Ex fumantes e N&do fumantes, sexo, idade,
escolaridade, hemoglobina, contagem de plaquetas e bilirrubina indireta diferiram
entre os grupos. Na analise multivariada, escolaridade (p = 0,006) e sexo (p < 0,001)
alcancaram significAncia estatistica. Embora o nivel de hemoglobina ndo tenha
alcancado significancia estatistica na analise multivariada, isso pode ser reflexo do
tamanho da amostra, uma vez que a hemoglobina apresentada por Fumantes ativos
(9,49 £ 2,274) foi maior do que a apresentada por Ex-fumantes (9,32 + 2,188) e Néo
Fumantes. Fumantes (9,03 £ 1,89). As Tabelas 1 e 2 do Material Suplementar
apresentam as comparacoes entre Fumantes Ativos, Ex-fumantes e Nao Fumantes.
4.3 Anélise de associacdo ampla do genoma

O GWAS incluiu 305 Fumantes e 837 Nao Fumantes. Nem todos os

participantes foram incluidos nesta analise porque os dados genéticos ndo estavam
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disponiveis ou ndo passaram no controle de qualidade. A analise ndo mostrou
nenhum viés de valor p (A cc = 1), e o grafico QQ (Figura 1) sugere que nao houve
inflacdo gendmica ou outros fatores de confusao significativos.

Os resultados do GWAS estdo resumidos na (Figura 2), que mostra a
distribuicdo dos valores- p para a associacdo de SNPs e o status de Fumante.
Nenhum SNP atingiu significancia em todo o genoma ( p < 5x10 ). No entanto, uma
andlise direcionada de SNPs relatados anteriormente associados ao status de
Fumante foi realizada usando um limite menos rigoroso. Os SNVs rs11087854 e na
posicdo 1059991 no cromossomo 20, localizados no gene AL110114.1, e SNV
rs701023 no gene Nuclear ReceptorCorepressor 2 (NCOR2) (Figura 2 e 3) foram
nominalmente significativos (p< 10 -7), sugerindo alguma evidéncia de associacao
com a condicdo de fumante alguma vez (Tabela 4).

5 DISCUSSAO

Este estudo avaliou o impacto do tabagismo nas caracteristicas clinicas e
laboratoriais dos individuos com DF, bem como as variacdes genéticas que podem
estar associadas ao tabagismo nesta popula¢édo. Foi demonstrado que o tabagismo
foi mais prevalente entre os pacientes com DF de idade mais avancada, sexo
masculino e baixo nivel educacional. Além disso, o tabagismo foi associado a niveis
mais elevados de hemoglobina. O estudo também investigou as variacdes genéticas
gue podem ser determinantes do fumante. Os resultados do GWAS sugeriram uma
associacao entre a regido dos genes, AL110114.1 e NCOR2 com o tabagismo ativo
Ou passivo.

Tanto quanto sabemos, este € o primeiro estudo a avaliar o tabagismo numa
grande coorte de individuos com DF. Os nossos resultados estdo de acordo com a

literatura anterior que avalia a demografia do consumo de tabaco em todo o mundo
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e que envolve individuos saudaveis (38). A maior prevaléncia de tabagismo entre os
homens foi demonstrada em grandes estudos de mais de cem paises e é também a
realidade no Brasil, onde a prevaléncia de tabagismo diario foi de 8,2% entre as
mulheres e 12,6% entre os homens em 2015 (38,39). Semelhante aos nossos
resultados, estudos anteriores constataram que o uso de tabaco foi mais prevalente
entre aqueles com menor escolaridade e maior idade (39,40). Isso mostra que o0s
dados demograficos altamente associados ao status de fumante em grandes
estudos populacionais sao reproduziveis na populacdo de pacientes com DF. Estes
dados podem ser utilizados para orientar as campanhas de educacao anti-tabaco na
populacdo com DF.

Sabe-se que o0 consumo de cigarros aumenta a concentracdo de
hemoglobina devido a exposi¢cdo ao monéxido de carbono, que reduz a capacidade
de transporte de oxigénio (41,42), pelo que sdo necessarias concentracdes mais
elevadas de hemoglobina para manter o fornecimento de oxigénio. A associacéo
entre tabagismo e hemoglobina mais elevada foi previamente demonstrada por
grandes coortes de individuos (43,44), que também encontraram uma correlacao
positiva entre o niumero de cigarros fumados por dia e os niveis de hemoglobina
(43,44). Os nossos resultados mostram que os doentes com DF que fumaram
sempre também apresentam niveis de hemoglobina mais elevados do que os que
nunca fumaram. Este dado é importante, pois demonstra que 0S mecanismos
reguladores responsaveis pelo aumento da hemoglobina nos fumantes também
estdo presentes nos pacientes com DF, que apresentam hemolise crbnica e,
consequentemente, anemia.

Os nossos resultados encontraram uma possivel associacdo entre a regiao

dos genes AL110114.1 e NCOR2 com o estado do fumante. Varios estudos
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genéticos anteriores encontraram diferentes loci associados a diversos fenotipos de
tabagismo (5). A maior meta-analise genética foi realizada pelo TAG Consortium, em
associacdo com o0s consorcios ENGAGE e Oxford-GlaxoSmithKline (GSK), que
apontou alguns loci que estavam associados ao numero de cigarros fumados por dia
(CHRNA3 e EGLN2), a iniciacdo do tabagismo (BDNF) e a cessacao do tabagismo
(DBH) (6). Esses loci diferem dos identificados no presente estudo, mas o fenotipo
avaliado foi diferente, bem como a origem racial da populagdo estudada, uma vez
gue o Consoércio TAG focou em pessoas de ascendéncia europeia e 0s pacientes
brasileiros com DF sdo, em sua maioria, de origem mista (24).

AL110114.1, um gene ndo bem caracterizado, esta localizado proximo as
duas principais variantes. Os co-repressores de receptores nucleares (NCOR) sdo
amplamente expressos no cérebro dos mamiferos e ligam-se a receptores
hormonais, mediando a ativacdo ou repressdo transcricional dos genes alvo a
jusante em resposta a hormonas, metabolitos, xenobidticos e farmacos (45-47).
Estudos em animais associaram o NCOR a mdltiplas variaveis
neurologicas/psicoldgicas, incluindo  ansiedade, comportamentos  sexuais,
aprendizagem e memodria (45). O NCOR2 foi associado a dependéncia de cocaina
em europeus-americanos, embora a associagao nao se tenha reproduzido em afro-
americanos (48). A associacdo entre o NCOR e o tabagismo foi previamente
sugerida num estudo que avaliou os efeitos da exposi¢cdo ao fumo do cigarro no
Transcriptoma pulmonar de modelos de ratinhos (45).

Este estudo tem algumas limitagcbes. Em primeiro lugar, o numero total de
Fumantes nédo foi tdo elevado como a dimensdo da amostra de outros estudos
centrados no tabagismo. Consequentemente, foi dificil avaliar o impacto do consumo

de tabaco em alguns parametros clinicos que sdo pouco frequentes. No entanto,
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este estudo continua a ser a maior andlise de fumantes focada em pacientes com
DF, destacando a importancia dos nossos resultados para esta populacao especifica
de pacientes. Em segundo lugar, a carga de fumo, representada pela quantidade de
cigarros fumados e expressa em termos de anos-maco, nao fazia parte do

guestionario original e, consequentemente, ndo péde ser avaliada neste estudo.

6 CONCLUSAO

A doenca falciforme é uma condicéo dolorosa e duradoura que afeta milhdes
de pessoas em todo o mundo. Embora ndo haja cura para esta condi¢cao cronica,
existem maneiras de administrar os sintomas e melhorar a qualidade de vida.
Infelizmente, alguns individuos que vivem com esta condicdo podem estar
exacerbando inconscientemente seus sintomas ao fumar. Em concluséo, a idade, o
nivel educacional e o género foram associados ao tabagismo dos doentes com DF,
de acordo com a literatura anterior. Além disso, o tabagismo aumentou os niveis de
hemoglobina nesta mesma populacdo de doentes. Podera existir uma associacao

entre a regido dos genes AL110114.1 e NCOR2 e o tabagismo nos doentes com DF.
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Tabela 1. Comparacao de dados demograficos entre os grupos 'Ndo Fumante' e 'Fumantes' dentro da Coorte REDS-III Brasil Doenga Falciforme

N3o Fumantes Fumantes p valor
(n=899) (n=332)
Género (masculino) 349 (38,82%) 164 (49,4%) <0,001
Idade 30,55+ 10,49 36,27 + 12,66 <0,001
Raga Autodeclarada
Branco 71(7,89%) 22 (6,62%) 0,412
Negro 318 (35,37%) 112 (33,73%)
Pardo 476 (52,94%) 185 (55,72%)
Indigena 2(0,22%) 3(0,90%)
Outro 31(3,44%) 10 (3,01%)
Tipo D 0,008
SS 224 (24,91%) 679 (204,51%)
SC 87 (9,67%) 159 (47,89%)
SBo 8 (0,89%) 33(9,93%)
SB+ 4 (0,44%) 13(3,91%)
SB+ grave 5(0,55%) 12 (3,61%)
SD 3(0,33%) 4(1,20%)
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Nivel Escolar
Nunca frequentou a escola
12 3o 52 ano
62 ao 92 ano
Ensino médio
Aprendeu a escrever enquanto adulto
Curso Técnico
Faculdade

Mestrado

6 (0,66%)
158 (17,57%)
118 (13,12%)
432 (48,05%)

6 (0,66%)

65 (7,23%)
111 (12,34%)

3(0,33%)

4 (1,20%)
99 (29,81%)
65 (19,57%)
129 (38,85%)

2 (0,60%)

8 (2,40%)

25 (7,53%)

0

<0,001
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Tabela 2. Comparacao dos resultados clinicos e laboratoriais entre os grupos 'Nao Fumante' e 'Fumante' na Coorte REDS-III Brasil SCD

N3o Fumantes Fumantes p valor
(n=899) (n=332)
Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) - Sim (n/%) 7 (0,77%) 3 (0,90%) 0,494
Doenga Pulmonar Restritiva - Sim (n/%) 9 (1,00%) 5(1,50%) 0,592
Uso de Broncodilatador - Sim (n/%) 9 (1,00%) 5(1,50%) 0,458
Uso doméstico de oxigénio - Sim (n/%) 2(0,22%) 1(0,30%) 0,804
Internagdes nos Ultimos 12 meses - Sim (n/%) 250 (27,80%) 109 (32,83%) 0,085
Doppler Transcraniano anormal - Sim (n/%) 41 (4,56%) 9(2,71%) 0,665
Hipertensdo Pulmonar - Sim (n/%) 69 (7,67%) 37 (21,6%) 0,085
Numero de transfusdes ao Longo da Vida
1a5 231 (25,69%) 86 (25,90%) 0,865
6a10 140 (15,57%) 50 (15,06%)
11a20 115 (12,79%) 43 (12,95%)
21340 95 (10,56%) 34 (10,24%)
41 a 60 32 (3,56%) 13 (3,91%)
61a80 17 (1,89%) 2 (0,60%)
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81a100

>100

Anticorpos de glébulos vermelhos - Sim (n/%)

Hemoglobina

Contagem de leucdcitos

Contagem de plaquetas

Bilirrubina Total

Bilirrubina Indireta

Ferritina

Hidroxiureia - Sim (n/%)
Crise de Dor - Sim (n/%)
Dor Neuropatica - Sim (n/%)
Retinopatia - Sim (n/%)

Embolia Pulmonar - Sim (n/%)
Insuficiéncia Cardiaca Crdnica - Sim (n/%)
AVC Isquémico- Sim (n/%)

AVC hemorragico - Sim (n/%)

Tromboembolismo Venoso - Sim (n/%)

18 (2,00%)
63 (7,00%)
68 (7,56%)
9,03 +1,89
10.221 + 4.016
371.094 + 149.176
1,35+ 0,47
141,154
932,27 +1.839
103 (11,45%)
827 (91,99%)
15 (1,66%)
80 (8,89%)
12 (1,35%)
57 (6,34%)
84 (9,34%)
7 (0,77%)

26 (2,89%)

6 (1,80%)
19 (5,72%)
26 (7,83%)
9,36 +2,2
9.605 + 3.811
337.042 + 150.852
1,42 0,45
0,85+ 0,88
963 + 1.616
323 (97,28%)
304 (91,56%)
4(1,2%)
38 (11,44%)
3 (0,90%)
26 (7,83%)
30 (9,03%)
2 (0,60%)

7 (2,10%)

0,747
0,016
0,025
0,001
0,029
0,038
0,784
0,108
0,461
0,554
0,265
0,538
0,322
0,863
0,747

0,451
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Ulceras de pernas - Sim (n/%)
Sindrome Toracica Aguda - Sim (n/%)
Internagdes Hospitalares por Crise de Dor (média + DP)

Internacdes Hospitalares por Sindrome Toracica Aguda (média
DP)

155 (17,24%)
192 (21,35%)

11,4 £30,5

3,52+3,8

64 (19,3%)
527 (158,73%)

9,85 + 18,85

3,9+4,28

0,413
0,847

0,365

0,310
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Tabela 3. Analise multivariada de comparagdo entre os grupos '‘Nao Fumante' e 'Fumante'

Variaveis OR (IC 95% OR) p valor

Intercepto 0,118 (0,070; 0,192) <0,001
Sexo

Feminino - -

Masculino 1.741 (1.298; 2.339) <0,001
Idade

<40 anos - -

40 anos ou mais 2.950 (2.155; 4.042) <0,001
Nivel escolar

Baixo 2.163 (1.261; 3.821) 0,006

Médio 1,309 (0,802; 2,220) 0,297

Alto - -
Hemoglobina

<P75% - -

2 P75% 1.571 (1.144; 2.150) 0,005

Nivel escolar: -Baixo (nunca cursou até o 52 ano), -Médio (62 ao 92 ano) do ensino médio e

curso técnico), - Alto (graduagdo e mestrado)
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Tabela 4. Variagbes de nucleotideo Unico (SNVs) com associagdo sugestiva com o status de

Fumante entre individuos com anemia falciforme em GWAS

Cromossoma SNP ou Posi¢ao Locus p -valor
20 1059991 AL110114.1 3,8x10”7
20 rs11087854 AL110114.1 6,1x10~7
12 rs701023 NCOR2 8,3x107
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Figura 1

observed -logio(p)

0 1 2 3 4 5 6 7
expected -logio(p)

0 < MAF < 0.50 (7889027)
GC lambda 0.5: 1.000

Figura 1 Grafico QQ do observado (eixo y) versus esperado (eixo x) -log(P-valores). O grafico sugere que ndo houve inflagdo genémica ou outros fatores de

confusdo significativos
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Figura 2

Manhattan Plot

-loguo(p-value)

Figura 2 Grafico de Manhattan do GWAS. O grafico de Manhattan mostra os valores -log 10 P do genoma plotados em relagdo a posicao em cada

cromossomo, mostrando a associagdao de SNPs com o status de fumante no estudo de coorte REDS-III Brasil SCD. Nenhum SNV atingiu significancia em todo

o genoma ( p < 5x10 #). Os 3 principais SNVs est3o no gene AL110114.1 e NCOR2.
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Figura 3
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Figura 3. Gréfico regional nos cromossomos 22 e 12. O eixo y representa o negativo do logaritmo dos valores P para a associagdo dos SNVs com o status de
fumante. SNVs sdo representados como pontos. O eixo x mostra as posicoes relativas dos SNVs nesta regido do cromossomo, representando a taxa de

recombinacdo em centimorgans ( cM ) por megabase (Mb). SNVs na posicdo 1059991 no cromossomo 20 e rs701023 no cromossomo 12 s3o representados

por um losango roxo.

42



Material Suplementar

Tabela 1. Comparacdounivariada de dados demograficos entre osgrupos, 'Ex-fumantes’,

'Fumantesativos' e 'NdoFumantes'.

12 3o 52 ano
62-92 ano
Ensino médio
Aprendeu a
escreverenquantoadulto

Curso Técnico
Faculdade
Mestrado

76 (30,27%)
41 (16,33%)
102 (40,63%)

2 (0,79%)

6 (2,39%)

21 (8,36%)
0

23 (28,75%)
23 (28,75%)
27 (33,75%)

0

2 (2,50%)

4 (5,00%)
0

158 (17,57%)
118 (13,12%)
432 (48,05%)

6 (0,66%)
65 (7,23%)
111 (12,34%)
3(0,33%)

Fumantes
Ex-fumantes ativos N3o Fumantes | p valor
(n=251) (n=80) (n=899)
Género (Masculino) 112 (44,62%) 51 (63,75%) 349 (38,82%) <0,001
Idade 37,60+ 12,30 32,33+12,83 30,55+10,49 <0,001
Raga Autodeclarada
Branco 13 (5,17%) 9 (11,25%) 71 (7,89%) 0,475
Preto 85 (33,8%) 27 (33,75%) 318 (35,37%)
Misturado 143 (56,97%) 41 (51,25%) 476 (52,94%)
indiano 2 (0,79%) 1(1,25%) 2 (0,22%)
Outro 8 (3,18%) 2 (2,50%) 31 (3,44%)
tipo SCD 0,06
SS 169 (67,33%) 54 (67,50%) 679 (75,52%)
sC 68 (27,09%) 19 (23,75%) 159 (17,68%)
SBO 6 (2,39%) 2 (2,50%) 33 (3,67%)
SD 4 (1,59%) 0 (0%) 4 (0,44%)
SB+ grave 3(1,19%) 2 (2,50%) 12 (1,33%)
SR+ 1(0,39%) 3(3,75%) 13 (1,44%)
Nivel escolar
Nunca frequentou a escola 3(1,19%) 1(1,25%) 6 (0,66%) <0,001

Na analisemultivariada, sexo e idadealcangaramsignificanciaestatistica
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Tabela 2. Comparacaounivariada entre osgrupos Ex-Fumantes, FumantesAtivos e NdoFumantes,emtermos de caracteristicasclinicas e laboratoriais

Ex-fumantes Fumantes ativos N3o Fumante valor p
(n=251) (n=80) (n=899)
DoengaPulmonarObstrutivaCrdnica (DPOC) - Sim (n/%) 2 (0,79%) 1(1,25%) 7 (0,77%) 0,661
DoengaPulmonarRestritiva - Sim (n/%) 3(1,19%) 2 (2,50%) 9 (1,00%) 0,507
Internagdesnosultimos 12 meses - Sim (n/%) 77 (30,67%) 31 (38,75%) 250 (27,80%) 0,101
Doppler Transcraniano anormal - Sim (n/%) 7 (2,78%) 2 (2,50%) 41 (4,56%) 0,881
Hipertensdo Pulmonar - Sim (n/%) 29 (11,55%) 8 (10,00%) 69 (7,67%) 0,162
Numero de transfusdes ao longo da vida
1la5 69 (27,49%) 17 (21,25%) 231 (25,69%) 0,31
6a10 36 (14,34%) 14 (17,50%) 140 (15,57%)
11a20 34 (13,54%) 8 (10,00%) 115 (12,79%)
21a40 22 (8,76%) 12 (15,00%) 95 (10,56%)
41a60 11 (4,38%) 2 (2,50%) 32 (3,55%)
61a80 2 (0,79%) 0 17 (1,89%)
81a100 5(1,99%) 1(1,25%) 18 (2,00%)
>100 13 (5,17%) 6 (7,50%) 63 (7,00%)
Anticorpos de glébulosvermelhos - Sim (n/%) 22 (8,76%) 4 (5,00%) 68 (7,56%) 0,556
Hemoglobina 9,32 +2,188 9,49 + 2,274 9,03+1,89 0,055
Contagem de leucdcitos 9.520 £ 3.925 9.913 + 3.456 10.221 +4.016 0,072
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Contagem de plaquetas
Bilirrubina indireta
Hidroxiureia - Sim (n/%)

Crise de Dor - Sim (n/%)

Dor Neuropatica - Sim (n/%)
Retinopatia - Sim (n/%)
Embolia Pulmonar - Sim (n/%)
InsuficiénciaCardiacaCrénica - Sim (n/%)
AVC Isquémico - Sim (n/%)

AVC Hemorragico - Sim (n/%)
Tromboembolismo Venoso - Sim (n/%)
Ulceras de Pernas - Sim (n/%)

SindromeToracica Aguda - Sim (n/%)

335.500 £ 151.606

0,81+0,829

82 (32,66%)

229 (91,23%)

4 (1,59%)

31(12,35%)

3(1,19%)

23 (9,16%)

24 (9,56%)

2 (0,79%)

7 (2,78%)

49 (19,52%)

144 (57,37%)

343.429 +£150.041

1,01 +£1,046

20 (25,00%)

74 (92,50%)

0 (0%)

7 (8,75%)

0 (0%)

3(3,75%)

5 (6,25%)

0 (0%)

0 (0%)

15 (18,75%)

47 (58,75%)

371.094 + 149.176

1+1,154

103 (11,45%)

827 (91,99%)

15 (1,66%)

80 (8,89%)

12 (1,33%)

57 (6,34%)

84 (9,34%)

7 (0,77%)

26 (2,89%)

155 (17,24%)

529 (58,84%)

0,005

0,047

0,104

0,698

0,506

0,428

0,579

0,154

0,612

0,729

0,305

0,682

0,967

Na analisemultivariada, nenhumavariavelclinicaou laboratorial alcangousignificanciaestatistica.
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DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 347.972
Data da Relatoria: 29/07/2013

Apresentacédo do Projeto:
Trata-se da andlise de recurso, razéo pela qual o item em questao faz parte do Parecer inicial.

Objetivo da Pesquisa:
Trata-se da andlise de recurso, razéo pela qual o item em questao faz parte do Parecer inicial.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Trata-se da andlise de recurso, razéo pela qual o item em questao faz parte do Parecer inicial.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa propde a formacéo de banco de dados e de amostras armazenadas de individuos portadores de
anemia falciforme no Brasil possibilitando o desenvolvimento de novos exames, tratamentos ou produtos
gue terdo impacto na terapia transfusional da populacéo falciforme no Brasil.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Vide abaixo em "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes".

Recomendacgdes:
Vide abaixo em "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes".

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
1. Na pag. 4/7 do relatdrio de pesquisa Ié-se: "Assim como em qualquer meio de armazenamento
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de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca das informacdes pessoais e genéticas
do paciente". E considerado éticamente inaceitavel que o pesquisador responsavel ndo garanta o sigilo e a
confidencialidade dos dados resultantes da pesquisa. Solicita-se adequacéo.

RESPOSTA: Para garantir a confidencialidade e sigilo dos participantes da pesquisa, nenhuma amostra
serd identificada nominalmente, mas por codigos. Apenas a pesquisadora responsavel e funcionarios
designados por ela poderéo associar os cédigos que identificardo as amostras ao nhome de cada participante
da pesquisa.

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta formas de anonimizacdo das amostras e dos dados
coletados, entretanto, ainda mantém a afirmacdo sobre a possibilidade de quebra de seguranca das
informacdes nos documentos intitulados "Anexo 3 TCLE adulto A e C.docx.", pagina 3 de 6, item "Riscos de
confidencialidade"; "Anexo 5 TCLE adulto B.docx", pagina 3 de 5, item "Riscos de confidencialidade";
"Anexo 4 TCLE menores A e C.docx", pagina 3 de 6, item "Riscos de confidencialidade"; "Anexo 6 TCLE
menores B.docx", pagina 3 de 5, item "Riscos de confidencialidade". PENDENCIA NAO ATENDIDA.
RECURSO: Tomamos todos os cuidados para garantir a confidencialidade de todos os participantes da
pesquisa. Entretanto, entendemos que em qualquer situacdo existe a possibilidade de que essa quebra
aconteca, podemos citar como exemplo situacdes em que hackers entraram em sistemas bancarios ou o
roubo de computadores/laptops. Séo situacdes imprevisiveis, que fogem ao nosso controle. Assim, em
atencéo a Resolucao 196/96, IV,1.b, que exige que o TCLE descreva ¢,0s desconfortos e riscos possiveisg, ,
a equipe de pesquisa compartilha o sentimento de que estamos sendo mais éticos se informarmos esse
risco. Desta maneira, consideramos importante manter esse alerta nos TCLE: ¢existe uma pequena
possibilidade de quebra de seguranca.¢.

Durante a audiéncia, 0 membro da CONEP que nos recebeu também concordou que esta informagéo pode
e deve fazer parte do nosso TCLE. Ele sugeriu, entretanto que mudassemos a frase seguinte enfatizando
gque estamos garantindo confidencialidade e tomando todas as medidas possiveis.

Assim este paragrafo fica redigido da seguinte forma (em negrito a nova frase enfatizando que a
confidencialidade esta garantida):

¢Porém, assim como em qualquer meio de armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de
guebra de seguranca. No entanto tomaremos todas as medidas para manter seus dados em sigilo e garantir
a sua privacidade. Para garantir sua confidencialidade, nenhuma amostra sera identificada com seu nome,
mas por codigos. Apenas a pesquisadora responsavel e funcionarios designados por ela poderdo associar
os cadigos que identificardo as amostras ao
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nome de cada participante da pesquisa.¢ .

Conforme solicitado, esse trecho foi alterado nos seguintes documentos: ¢ TCLE adulto A e C julho 2013¢,,
¢, TCLE adultos B julho 2013,.

Nos documentos ¢ TCLE menores A e C julho 2013, e ¢ TCLE menores B julho 2013, o trecho foi alterado
para:

¢Porém, assim como em qualquer meio de armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de
guebra de seguranca. No entanto tomaremos todas as medidas para manter os dados da crianca ou
adolescente, pelo qual vocé é responsavel, em sigilo e garantir a privacidade dele/dela. Para garantir a
confidencialidade, nenhuma amostra sera identificada com o nome da crian¢a ou do adolescente, mas por
codigos. Apenas a pesquisadora responsavel e funcionarios designados por ela poderdo associar 0s
codigos que identificardo as amostras ao nome de cada participante da pesquisa.¢,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Na pagina 4/7, item "Metodologia Proposta", |1é-se: "Trata-se de um estudo longitudinal multicéntrico a ser
desenvolvido com o acompanhamento por trés anos da histéria clinica do paciente com doenga falciforme.
Estudos observacionais descritivos e comparativos serdo desenvolvidos durante o decorrer da pesquisa”.
Solicita-se que sejam detalhadas todas as etapas metodoldgicas a serem cumpridas para o
desenvolvimento da pesquisa.

RESPOSTA: Este é um estudo de coorte onde um numero consideravel de variaveis sera coletado (as
variaveis estao descritas no apéndice do questionario). As frequéncias basicas destas variaveis ainda néo
sdo conhecidas. Inicialmente, serd feita uma distribui¢c@o de frequéncias, para que possamos avaliar como
as variaveis se comportam. Entdo, na medida em que conhecermos as frequéncias basicas das doencas
podera ser calculado o poder para determinadas andlises associativas. O plano de analise inicial sera o
seguinte:

Distribuicao das frequéncias demograficas - analise das caracteristicas demogréficas da populagéo
estudada: idade, sexo, cor da pele, escolaridade, dentre outras. Distribuicdo das complicagbes da Doenca
Falciforme na populacéo estudada. Correlagdes entre as varidveis demograficas, sociais com as patologias
apresentadas e o tratamento realizado pelos centros. Comparacdo dos centros entre si, tendo em vista as
caracteristicas da populagdo e as complica¢gdes e quadro clinico, evolugdo da doenga, tipo de tratamentos.
A priori ndo poderemos descrever todas as andlises possiveis, podemos descrever e estamos fazendo todas
as variaveis que serdo colhidas (o questionério foi anexado). Se houver qualquer proposta de modificacao
em relacdo ao tipo de
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informacéo coletada ou exame realizado sera feita uma re-submissdo ao CEP, para aprovagédo prévia.
Todos os procedimentos de andlise e seus resultados, bem como as publicagdes produzidas serdo
reportados nos relatérios anuais do projeto.

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta como resposta a esta pendéncia, a descricdo das etapas
metodolégicas a serem cumpridas durante o estudo. Entretanto nao foi descrito no item ¢Metodologia
Proposta¢, do projeto de pesquisa, as etapas a serem cumpridas durante o estudo. PENDENCIA NAO
ATENDIDA.

RECURSO: segue em anexo o projeto, arquivo ¢ Projeto Falciforme julho 2013¢ incluindo no item
Metodologia as etapas metodolégicas descritas acima.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Na pagina 4/7, item "Metodologia Proposta", |é-se: "Estudos observacionais descritivos e comparativos
serdo desenvolvidos durante o decorrer da pesquisa”. E necessario que sejam esclarecidos quais 0s
estudos que serdo desenvolvidos durante o decorrer da pesquisa e quais estratégias metodolégicas serdo
utilizadas para o desenvolvimentos dos mesmos. Solicita-se adequacéao.

RESPOSTA: Esta questédo esta respondida no item 2, acima.

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta como resposta a esta pendéncia, a descricdo das etapas
metodoldgicas a serem cumpridas durante o estudo. Entretanto nao foi descrito no item ¢Metodologia
Proposta¢, do projeto de pesquisa, quais os estudos que serdo desenvolvidos durante o decorrer da
pesquisa e quais estratégias metodolégicas serdo utilizadas para o desenvolvimento dos mesmos.
PENDENCIA NAO ATENDIDA.

RECURSO: Todos os estudos foram descritos no projeto de pesquisa. Segue em anexo o projeto, incluindo
no item Metodologia as etapas metodolégicas descritas acima. O que queremos dizer com estudos
observacionais é, por exemplo: suponhamos que 600 casos apresentem sindrome toracica aguda. Se isso
acontecer teremos numero suficiente para fazer uma analise sobre as variaveis associadas a esta
morbidade entre pacientes com anemia falciforme. Entretanto, caso essa sindrome seja encontrada em
apenas 6 individuos, ndo sera possivel achar correlacdo com esta morbidade. Nés ndo sabemos a priori
qgual a frequéncia das comorbidades. No entanto enviaremos relatérios anuais aos CEP e informaremos
todos os achados e 0s novos passos.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4. Quanto ao TCLE intitulado "TCLE para adulto, etapas A e C.pdf":
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a) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

b) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

c) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

d) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

e) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

f) Na pagina 2/5 do documento, item "O que vai acontecer se eu concordar em participar do estudo e doar
meu material bioldgico?" I&-se: "Suas amostras ficardo armazenadas permanentemente no repositério”. E
importante que seja estabelecido o tempo de guarda do material biol6gico no repositorio. O prazo de
armazenamento de material biolégico humano em Biorrepositério deve estar de acordo com o cronograma
da pesquisa correspondente e pode ser autorizado por até dez anos (item 12 da Resolu¢do CNS 441).
Solicita-se adequagéo.

RESPOSTA: Em atenc¢do a solicitacdo do parecer CONEP e a Resolucao 441/11, item 12.1, o trecho foi
alterado para: "Suas amostras ficardo armazenadas no Biorrepositorio durante a realiza¢do dessa pesquisa
e poderdo permanecer armazenadas por até 10 anos, ou mais, caso o Biorrepositério seja renovado pelo
Comité de Etica".

ANALISE: O trecho alterado acima citado pelo pesquisador responsavel, ndo se encontra de forma idéntica
(Ipsis litteris) ao apresentado no documento intitulado "TCLE para adulto, etapas A e C.pdf", apesar do
sentido da frase continuar o mesmo. PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA.

RECURSO: Conforme solicitado, o trecho "Suas amostras ficardo armazenadas no Biorrepositério durante a
realizacdo dessa pesquisa e poderdo permanecer armazenadas por até 10 anos, ou mais, caso o
Biorrepositdrio seja renovado pelo Comité de Etica" foi recortado e colado nos anexos ¢ TCLE adultos A e C
julho 2013¢ e ¢ TCLE menores A e C julho 2013;..

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

g) Nas paginas 2 e 3/5, do documento, item "Riscos de confidencialidade" 1é-se: "Porém, assim como em
gualquer meio de armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca.
Contudo, trabalharemos muito para manter seus dados em sigilo". E considerado eticamente inaceitavel a
ndo garantia do pesquisador responséavel quanto a confidencialidade dos dados resultantes da pesquisa.
Solicita-se adequagéo.

RESPOSTA: Foi acrescentada a seguinte frase: "Para garantir sua confidencialidade e sigilo, nenhuma
amostra sera identificada com seu nome, mas por cddigos. Apenas a pesquisadora responsavel e
funcionarios designados por ela poderao associar os codigos que identificardo as
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amostras ao nome de cada participante da pesquisa."”

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta formas de anonimizagcdo das amostras e dos dados
coletados, entretanto, ainda mantém a afirmacdo sobre a possibilidade de quebra de seguranca das
informacées obtidas. PENDENCIA NAO ATENDIDA.

RECURSO: Tomamos todos os cuidados para garantir a confidencialidade de todos os participantes da
pesquisa. Entretanto, entendemos que em qualquer situacdo existe a possibilidade de que essa quebra
acontec¢a, podemos citar como exemplo situacdes em que hackers entraram em sistemas bancérios ou o
roubo de computadores/laptops. Séo situacdes imprevisiveis, que fogem ao nosso controle. Assim, em
atencdo a Resolucado 196/96, IV,1.b, que exige que o TCLE descreva ¢,0s desconfortos e riscos possiveisg, ,
a equipe de pesquisa compartilha o sentimento de que estamos sendo mais éticos se informarmos esse
risco. Desta maneira, consideramos importante manter esse alerta nos TCLE: ¢existe uma pequena
possibilidade de quebra de seguranca.¢,. Durante a audiéncia, o0 membro da CONEP que nos recebeu
também concordou que esta informacdo pode e deve fazer parte do nosso TCLE. Ele sugeriu, entretanto
que mudassemos a frase seguinte enfatizando que estamos garantindo confidencialidade e tomando todas
as medidas possiveis. Assim este paragrafo fica redigido da seguinte forma (em negrito a nova frase
enfatizando que a confidencialidade esta garantida): ¢Porém, assim como em qualquer meio de
armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca. No entanto
tomaremos todas as medidas para manter seus dados em sigilo e garantir a sua privacidade. Para garantir
sua confidencialidade, nenhuma amostra sera identificada com seu nome, mas por codigos. Apenas a
pesquisadora responsavel e funcionarios designados por ela poderdo associar os cédigos que identificardo
as amostras ao nome de cada participante da pesquisa.¢, Conforme solicitado, o trecho acima foi alterado no
anexo ¢ TCLE adultos A e C julho 2013;..

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

h) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
i) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
j) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
k) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
l) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
m) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
n) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
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5. Quanto ao TCLE intitulado "TCLE para adultos etapa B.pdf":

a) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

6. No documento TCLE intitulado "TCLE para adultos etapa B.pdf":

a) Nas paginas 2 e 3/4 do documento, item "Riscos de confidencialidade", Ié-se: "Porém, assim como em
gualquer meio de armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca.
Contudo, trabalharemos muito para manter os seus dados em sigilo". O termo "trabalharemos muito para
manter os seus dados em sigilo" ndo traz a garantia do pesquisador responsavel quanto a manutencéo da
confidencialidade dos dados resultantes da pesquisa, 0 que é eticamente inaceitavel. Solicita-se adequacao.
RESPOSTA: Foi acrescentada a seguinte frase, na sequencia da frase citada: "Para garantir sua
confidencialidade e sigilo, nenhuma amostra sera identificada com seu nome, mas por codigos, como por
exemplo, AB123. Apenas a pesquisadora responsavel e funcionarios designados por ela poderéo associar
os codigos que identificardo as amostras ao nome de cada participante da pesquisa.”.

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta formas de anonimizagio das amostras e dos dados
coletados, entretanto, ainda mantém a afirmacdo sobre a possibilidade de quebra de seguranca das
informag¢des dos documentos. Ademais, a frase ndo se encontra de forma idéntica (Ipsis litteris) ao
apresentado no documento intitulado "Anexo 5 TCLE adulto B.docx". PENDENCIA NAO ATENDIDA.
RECURSO: Tomamos todos os cuidados para garantir a confidencialidade de todos os participantes da
pesquisa. Entretanto, entendemos que em qualquer situacao existe a possibilidade de que essa quebra
aconteca, podemos citar como exemplo situacdes em que hackers entraram em sistemas bancérios ou o
roubo de computadores/laptops. Séo situacdes imprevisiveis, que fogem ao nosso controle. Assim, em
atencédo a Resolucao 196/96, IV,1.b, que exige que o TCLE descreva ¢,0s desconfortos e riscos possiveisg, ,
a equipe de pesquisa compartilha o sentimento de que estamos sendo mais éticos se informarmos esse
risco. Desta maneira, consideramos importante manter esse alerta nos TCLE: ¢existe uma pequena
possibilidade de quebra de seguranca.¢,. Durante a audiéncia, o membro da CONEP que nos recebeu
também concordou que esta informacdo pode e deve fazer parte do nosso TCLE. Ele sugeriu, entretanto
gue mudassemos a frase seguinte enfatizando que estamos garantindo confidencialidade e tomando todas
as medidas possiveis.
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Assim este paragrafo fica redigido da seguinte forma (em negrito a nova frase enfatizando que a
confidencialidade esta garantida): ¢Porém, assim como em qualquer meio de armazenamento de dados,
existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca. No entanto tomaremos todas as medidas para
manter seus dados em sigilo e garantir a sua privacidade. Para garantir sua confidencialidade, nenhuma
amostra serd identificada com seu nome, mas por cédigos. Apenas a pesquisadora responsavel e
funcionarios designados por ela poderdo associar os cédigos que identificardo as amostras ao nome de
cada participante da pesquisa.¢, Conforme solicitado, o trecho acima foi alterado no anexo ¢ TCLE adulto B
julho 2013;..

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

b) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
c) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
d) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
e) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
f) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

7. Quanto ao TCLE intitulado "TCLE para menores etapas A e C.pdf":
a) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

b) Na pagina 2/5 do documento, item: "O que vai acontecer se eu concordar com a participagdo do meu
depende no estudo e doacdo material biolégico dele?", Ié-se: "As amostras do paciente ficardo
armazenadas permanentemente no repositorio”. Deve ser informado que as amostras que constituirdo o
biorrepositério poderdo ser armazenadas por até 10 anos, de acordo com o Art. 1°, item 12 da Resolugéo
CNS 441/2011: "O prazo de armazenamento de material biol6gico humano em Biorrepositério deve estar de
acordo com o cronograma da pesquisa correspondente e pode ser autorizado por até dez anos.". Solicita-se
adequacao.

RESPOSTA: Em atencéo a solicitacao do parecer CONEP e a Resolucdo 441/11, item 12.1 e 12.1l, o trecho
foi alterado para: "Suas amostras ficardo armazenadas no Biorrepositorio durante a realizagdo dessa
pesquisa e poderdo permanecer armazenadas por até 10 anos, ou mais caso o Comité de Etica em
Pesquisa aprove".

ANALISE: A pesquisadora responsavel acrescentou a frase ao documento intitulado "Anexo 4 TCLE
menores A e C.docx", esclarecendo o tempo de permanéncia das amostras em Biorepositério, em
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atendimento a essa solicitagdo. Entretanto, ndo retirou a frase do paragrafo em que é dito: "As amostras do
paciente ficardo armazenadas permanentemente no repositorio”, o que pode vir a gerar dlvidas aos
participantes em relacdo ao tempo de retencdo do material biolégico coletado, se permanentemente ou se
por dez anos. PENDENCIA NAO ATENDIDA.

RECURSO: O trecho: "As amostras do paciente ficardo armazenadas permanentemente no repositério", foi
excluido do ¢ TCLE menores A e C julho 2013, e do ¢ TCLE adultos A e C julho 2013¢..

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

¢) Na pégina 3/5 do documento, item "Riscos de confidencialidade", 1&-se: "Porém, assim como em qualquer
meio de armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca. Contudo,
trabalharemos muito para manter os dados do paciente em sigilo.". O termo ¢"rabalharemos muito para
manter os seus dados em sigilo" ndo traz a garantia do pesquisador responsavel quanto a manutencéo da
confidencialidade dos dados resultantes da pesquisa, o que é eticamente inaceitavel. Solicita-se adequacéo.
RESPOSTA: Foi acrescentada a seguinte frase: "Para garantir sua confidencialidade e sigilo, nenhuma
amostra serd identificada com seu nome, mas por cédigos. Apenas a pesquisadora responsavel e
funcionarios designados por ela poderdo associar os codigos que identificardo as amostras ao nome de
cada participante da pesquisa."”

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta formas de anonimizacdo das amostras e dos dados
coletados, entretanto, ainda mantém a afirmacdo sobre a possibilidade de quebra de seguranca das
informagées dos documentos. PENDENCIA NAO ATENDIDA.

RECURSO: Tomamos todos os cuidados para garantir a confidencialidade de todos os participantes da
pesquisa. Entretanto, entendemos que em qualquer situacdo existe a possibilidade de que essa quebra
aconteca, podemos citar como exemplo situacdes em que hackers entraram em sistemas bancarios ou o
roubo de computadores/laptops. Sdo situacdes imprevisiveis, que fogem ao nosso controle. Assim, em
atencéo a Resolucao 196/96, IV,1.b, que exige que o TCLE descreva ¢,0s desconfortos e riscos possiveisg, ,
a equipe de pesquisa compartilha o sentimento de que estamos sendo mais éticos se informarmos esse
risco. Desta maneira, consideramos importante manter esse alerta nos TCLE: ¢existe uma pequena
possibilidade de quebra de seguranca.¢,. Durante a audiéncia, o0 membro da CONEP que nos recebeu
também concordou que esta informacgédo pode e deve fazer parte do nosso TCLE. Ele sugeriu, entretanto
gue mudassemos a frase seguinte enfatizando que estamos garantindo confidencialidade e tomando todas
as medidas possiveis.
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Assim este paragrafo fica redigido da seguinte forma (em negrito a nova frase enfatizando que a
confidencialidade esta garantida): ¢Porém, assim como em qualquer meio de armazenamento de dados,
existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca. No entanto tomaremos todas as medidas para
manter os dados da crianca ou adolescente, pelo qual vocé é responséavel, em sigilo e garantir a privacidade
dele/dela. Para garantir a confidencialidade, nenhuma amostra sera identificada com o nome da crianga ou
do adolescente, mas por cédigos. Apenas a pesquisadora responséavel e funcionéarios designados por ela
poderdo associar os codigos que identificardo as amostras ao nome de cada participante da pesquisa.¢,
Conforme solicitado, o trecho acima foi alterado no anexo ¢ TCLE menores A e C julho 2013;,.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

d) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
e) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
f) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

8. Quanto ao documento TCLE para menores etapa B:
a) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

b) Na péagina 3/4 do documento, item "Riscos de confidencialidade", I1é-se: "Porém, assim como em qualquer
meio de armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca.". E
eticamente inaceitavel que o pesquisador ndo garanta a confidencialidade dos dados coletados e originados
durante a realizacdo da pesquisa. Solicita-se adequacéao.

RESPOSTA: Foi incluido o seguinte: "Para garantir a confidencialidade e sigilo do paciente, nenhuma
amostra sera identificada com seu nome, mas por codigos. Apenas a pesquisadora responsavel e
funcionarios designados por ela poderdo associar os cédigos que identificardo as amostras ao nome de
cada participante da pesquisa.".

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta formas de anonimizagcio das amostras e dos dados
coletados, entretanto, ainda mantém a afirmacédo sobre a possibilidade de quebra de seguranca das
informacées dos documentos. PENDENCIA NAO ATENDIDA.

RECURSO: Tomamos todos os cuidados para garantir a confidencialidade de todos os participantes da
pesquisa. Entretanto, entendemos que em qualquer situacdo existe a possibilidade de que essa quebra
aconteca, podemos citar como exemplo situacdes em que hackers entraram em sistemas
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bancarios ou o roubo de computadores/laptops. S&o situagfes imprevisiveis, que fogem ao nosso controle.
Assim, em atencdo a Resolucdo 196/96, 1V,1.b, que exige que o TCLE descreva ¢,0s desconfortos e riscos
possiveis¢, , a equipe de pesquisa compartilha o sentimento de que estamos sendo mais éticos se
informarmos esse risco. Desta maneira, consideramos importante manter esse alerta nos TCLE: ¢ existe
uma pequena possibilidade de quebra de seguranca.¢,. Durante a audiéncia, o membro da CONEP que nos
recebeu também concordou que esta informacao pode e deve fazer parte do nosso TCLE. Ele sugeriu,
entretanto que mudassemos a frase seguinte enfatizando que estamos garantindo confidencialidade e
tomando todas as medidas possiveis. Assim este paragrafo fica redigido da seguinte forma (em negrito a
nova frase enfatizando que a confidencialidade esta garantida): ¢ Porém, assim como em qualquer meio de
armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca. No entanto
tomaremos todas as medidas para manter os dados da criangca ou adolescente, pelo qual vocé é
responsavel, em sigilo e garantir a privacidade dele/dela. Para garantir a confidencialidade, nenhuma
amostra sera identificada com o nome da criangca ou do adolescente, mas por codigos. Apenas a
pesquisadora responsavel e funcionarios designados por ela poderdo associar os cédigos que identificardo
as amostras ao nome de cada participante da pesquisa.¢, Conforme solicitado, alteramos o trecho acima no
anexo ¢ TCLE menores B julho 2013;,.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

c) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
d) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
e) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

9. Solicita-se que seja elaborado e apresentacdo dos Termos de Assentimento aos participantes menores
de 18 anos. Os documentos devem ser elaborados em linguagem adequada as diferentes faixas etarias,
podendo ser ilustrado.

RESPOSTA: Foram incluidos 3 modelos de Termos de Assentimento.

ANALISE:

a-Na pagina 1/3 do documento intitulado "CD REDS Aim B Assent Control Group_Portuguese receberam
transfusdo enviado.docx". O titulo da pesquisa apresentado no documento ndo é o mesmo apresentado na
Folha de Rosto (mesmo se tratando de uma segunda fase de pesquisa, o titulo original devera constar no
documento, com um breve esclarecimento da fase da pesquisa).

Recurso: Incluimos, na verdade, 2 Termos de Assentimentos, agora renomeados para
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SAssentimento A e C julho 2013 e ¢Assentimento B julho 2013;. Para atender a solicitagdo CONEP,
incluimos nos 2 Termos de Assentimento o titulo original e o de cada subprojeto. Incluimos ainda um breve
esclarecimento da fase da pesquisa. O texto do ¢Assentimento A e C julho 2013¢, ficou assim: ¢ PROJETO:
Estudo longitudinal multicéntrico da doenca falciforme no Brasil - REDSIII Sub-projeto: Estabelecimento da
coorte de Doenca Falciforme, criagdo de banco de amostras biolégicas e determinantes genéticos da
aloimunizacdo. Este é o primeiro subprojeto onde vamos coletar informacdes e sangue de criancas que
tenham a mesma doenca que vocé. Esta fase vai coletar as informacdes mais importantes do estudo para
entender porque o sangue transfundido causa ou ndo reacdo em vocé.¢ Incorporamos essa alteracao
também no ¢ TCLE Adulto A e C julho 2013¢,, esse trecho foi alterado para: ¢, Titulo do projeto: Estudo
longitudinal multicéntrico da Doenca Falciforme no Brasil ¢, REDS Ill Sub-projeto: Estabelecimento da coorte
de Doenca Falciforme, criacdo de banco de amostras bioldégicas e determinantes genéticos da
aloimunizagdo. Vocé esta sendo convidado a participar desse primeiro subprojeto, onde vamos coletar
informacBes e sangue de pessoas que tenham a mesma doenca que vocé. Esta fase vai coletar as
informagdes mais importantes do estudo para entender porque o sangue transfundido causa ou nédo reagéo
em vocé¢ Incorporamos essa alteracao também no ¢ TCLE menores A e C julho 2013¢, esse trecho foi
alterado para: ¢, Titulo do projeto: Estudo longitudinal multicéntrico da Doenca Falciforme no Brasil ¢ REDS
Il - Parte I. Sub-projeto: Estabelecimento da coorte de Doenca Falciforme, criacdo de banco de amostras
biolégicas e determinantes genéticos da aloimunizacgéo.

O paciente, menor de 18 anos, sob sua responsabilidade, estd sendo convidado a participar desse primeiro
subprojeto, onde vamos coletar informacdes e sangue de pessoas que tenham a doenca falciforme. Esta
fase vai coletar as informa¢des mais importantes do estudo para entender porque o sangue transfundido
causa ou nao reacao nas criancas ou adolescentes. ¢, O texto do ¢Assentimento B julho 2013, ficou assim:
¢..-projeto¢ Estudo longitudinal multicéntrico da doencga falciforme no Brasil ¢ REDSIII¢,. Sub-projeto:
¢Mudancas nos perfis de expressao do RNAm e perfis de quimiocinas/citocinas associados a transfusfes
em subpopulagdes falciformes selecionadas ¢,. Estamos convidando vocé a fazer parte desta pesquisa para
entender melhor o que ocorre no sangue dos pacientes com doenca falciforme apds a transfusdo de
sangue. ¢ Incorporamos essa alteragdo também no ¢ TCLE menores B julho 2013, esse trecho foi alterado
para:

¢ Titulo do projeto: Estudo longitudinal multicéntrico da Doenca Falciforme no Brasil ¢, REDS Il Sub-projeto:
¢Mudancas nos perfis de expressdo do RNAm e perfis de quimiocinas/citocinas associados a transfusdes
em subpopulagdes falciformes selecionadas¢,. O paciente, menor de 18 anos que esta sob sua
responsabilidade, esta sendo convidado a participar desta etapa, que tem o
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objetivo de caracterizar o que ocorre no sangue dos pacientes com doenca falciforme apds a transfusao de
sangue. ¢ Incorporamos essa alteracéo também no ¢ TCLE adultos B julho 2013, a redacgéo ficou assim: ¢,
Titulo do projeto: Estudo longitudinal multicéntrico da Doencga Falciforme no Brasil ¢ REDS IIl Sub-projeto:
¢Mudancas nos perfis de expressdo do RNAm e perfis de quimiocinas/citocinas associados a transfusfes
em subpopulagdes falciformes selecionadas¢,. Vocé esta sendo convidado a participar desta etapa, que tem
0 objetivo de caracterizar a resposta imunoldgica e as variagées genéticas que ocorrem apés a transfusao
de sangue em pacientes com doenca falciforme. ¢, Desta maneira, os dois termos de assentimento e os 4
TCLE informam o titulo da pesquisa, tal como consta na folha de rosto, o titulo do respectivo subprojeto e
um breve esclarecimento da fase da pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

b-Na péagina 1/3 do documento intitulado "SCD REDS Aim B Assent Control Group_Portuguese receberam
transfusdo enviado.docx", na frase: "Vocé pode escolher se deseja ou ndo que fazer parte deste estudo.". O
texto necessita de revisdo gramatical.

c-Na pagina 1/3 do documento intitulado "CD REDS Aim B Assent Control Group_Portuguese receberam
transfusdo enviado.docx", na frase; "Eu tenho que participar deste estudo de pesquisa? Vocé ndo tem que
particiapr nesta pesquisa, se vocé ndo quiser.". O texto necessita de revisdo gramatical.

d-Na péagina 2/3 do documento intitulado "SCD REDS Aim B Assent Control Group_Portuguese receberam
transfuséo enviado.docx", na frase: "Sempre que possivel, iremos colher amostra de sangue junto com o
sangue que precisa ser colhido para o seu tratamento, mas algumas vezes isso ndo sera possivel e teremos
gue colher uma amostra de sangue s para a pesquisa". A frase esta redigida de maneira confusa. Devera
ser escrita de forma mais clara e compreensivel.

e-Na pagina 1/3 do documento intitulado "Informed Assent Aim A and C in Portuguese enviado.docx" O titulo
da pesquisa apresentado no documento ndo é o mesmo apresentado na Folha de Rosto (mesmo se
tratando de uma segunda fase de pesquisa, o titulo original devera constar no documento, com um breve
esclarecimento da fase da pesquisa).

PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA.

RECURSO: Esta resposta encontra-se no item 9a, acima.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Situag&o do Parecer:
Aprovado
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Consideracdes Finais a critério da CONEP:
Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de acordo com as atribui¢es

definidas na Resolucdo CNS 466/2012, manifesta-se pela aprovacdo do projeto de pesquisa proposto.

Situacéo: Protocolo aprovado.

BRASILIA, 06 de Agosto de 2013

Assinador por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador)
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