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RESUMO 

 

A anemia falciforme (AF), doença caracterizada por vaso-oclusão e hemólise 

crônica, possui o acidente vascular cerebral (AVC) isquêmico como complicação 

clínica mais debilitante que acomete principalmente crianças. Diante do 

acometimento vascular dessa manifestação, o gene ANXA2 parece ser um 

modulador promissor tendo em vista a ação de sua proteína na fibrinólise. Assim, 

o principal objetivo deste trabalho foi investigar a relação do polimorfismo IVS-14-

1046 C>T (rs7163836) na ANXA2 com o desenvolvimento do AVC isquêmico em 

pacientes pediátricos com AF. Nesse estudo, 196 pacientes foram incluídos e 

agrupados de acordo com a velocidade do fluxo sanguíneo cerebral (Doppler 

transcraniano, DTC). A frequência deste polimorfismo a expressão gênica da 

ANXA2 foi determinada utilizando a metodologia TaqMan®, sendo os achados 

associados com a frequência de AVC e a influência do polimorfismo na expressão 

do gene, respectivamente. Com uma taxa estimada de AVC em 10 anos de 15%, 

pacientes com genótipo TT possuem um risco quase 6 vezes maior de 

desenvolver AVC (P=0,02). Em contrapartida não houve associação entre este 

polimorfismo e o DTC (P=0,308); contudo, quando pacientes com DTC normal 

foram analisados separadamente, observou-se que indivíduos com genótipo 

variante apresentaram maior frequência de AVC (15%; P=0,006). Na análise do 

perfil de expressão do gene ANXA2, o polimorfismo não pareceu desregular os 

níveis de ANXA2 nos pacientes (P=0,42). Em resumo, o genótipo variante (TT) do 

polimorfismo IVS-14-1046 C>T no gene ANXA2 está associado com o 

desenvolvimento de AVC nos pacientes pediátricos com AF, porém, não parece 

influenciar na expressão gênica. 

 

Palavras-chave: Acidente vascular cerebral isquêmico. Doppler transcraniano. 

Polimorfismo. ANXA2. 



ABSTRACT 

 

Sickle cell anemia (SCA), a disease characterized by vasoocclusion and chronic 

hemolysis, has the ischemic stroke as a debilitating complication mostly frequent 

in children. As a result of to the vascular involvement in this complication, the 

ANXA2 gene shows up as a promising molecular modulator due of the role of the 

protein ANXA2 in fibrinolysis. Therefore, the main objective of this study, was to 

investigate the relation between the IVS-14-1046 C>T (rs7163836) polymorphism 

and the stroke development in pediatrics patients with SCA. In our study, 196 

patients were enrolled and grouped according cerebral blood-flow velocity 

(Transcranial Doppler, TCD). The frequency of this polymorphism and ANXA2 

expression was detected using TaqMan® assay. The results were associated with 

the stroke frequency and the influence of polymorphism in gene expression, 

respectively. With estimated 10-year stroke rate of 15%, patients with TT genotype 

had almost 6-fold higher risk of stroke development (P=0,02). In contrast, there 

was no association between the polymorphism and TCD (P=0,308); however, 

when patients with normal TCD were analyzed individually, was observed that 

individuals with variant genotype (TT) showed higher frequency of stroke (14%; 

P=0,006). In the expression profile of ANXA2, the IVS-14-1046 polymorphism 

does not seem to influence in ANXA2 levels (P=0,42). In conclusion, the variant 

genotype (TT) of IVS-14-1046 C>T polymorphism in ANXA2 gene is associated 

with development of ischemic stroke in children with sickle cell anemia, however, 

does not influences in genic expression. 

 

Key words: Ischemic stroke. Transcranial Doppler. Polymorphism. ANXA2. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Anemia falciforme (AF) é uma doença monogênica hereditária 

caracterizada por um curso clínico heterogêneo, influenciado não apenas por 

características genéticas inerentes à doença, mas também por fatores ambientais, 

sociais e econômicos. As manifestações clínicas dos pacientes com AF ocorrem 

principalmente em resposta à falcização intravascular das hemácias, à hemólise, 

e leucocitose, bem como à associação entre hemácias falcizadas e outros 

componentes do sangue. Em conjunto, esses fatores levam à oclusão vascular e 

eventos relacionados, que em última análise, refletem-se em crises de dor, 

úlceras de perna, priapismo, síndrome torácica aguda, osteonecrose e acidente 

vascular cerebral (AVC). 

Várias evidências apontam o AVC como a manifestação clínica mais grave 

na AF, representando cerca de 20% da mortalidade em adultos e crianças. 

Atualmente, o Doppler transcraniano (DTC) (método não-invasivo que avalia as 

velocidades de fluxo sanguíneo nas artérias intracranianas), é considerada a 

ferramenta clínica de escolha para a estratificação prognóstica e prevenção 

primária do AVC em pacientes com AF. Apesar de sua inegável importância, o 

programa de triagem utilizando o DTC é restrito às crianças (de dois até 16 anos), 

não estando disponíveis em todos centros de referência de países em 

desenvolvimento e com a capacidade de atendimento limitada. Além disso, o DTC 

apresenta algumas limitações relacionadas à técnica, como sensibilidade limitada 

na identificação de indivíduos com risco de AVC com idade mais avançada 

(devido ao espessamento dos ossos do crânio). 

Existem evidências suficientes na literatura que apoiam a ideia de que 

variantes genéticas específicas podem contribuir para o desenvolvimento de 

doença cerebrovascular na AF. Vários estudos identificaram associação entre 

polimorfismo de nucleotídeo único, SNP, (do inglês, single nucleotide 

polymorphism, SNP) e o desenvolvimento de AVC em pacientes com AF. Estes 

achados, juntamente com as limitações do DTC, ressaltam a importância de 

estudos mais aprofundados sobre a potencial associação de variantes genéticas 

específicas e o desenvolvimento do AVC pacientes com AF. 
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Neste contexto, a investigação no gene ANXA2 é promissora na busca de 

alterações na homeostase vascular de pacientes com AF, devido ao seu papel 

indispensável na via fibrinolítica. Uma vez alterada, essa via perde, em parte, a 

sua capacidade de desfazer o coágulo de fibrina intravascular, podendo favorecer 

a obstrução de vasos cerebrais e provocando isquemia e infarto tecidual – o AVC. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 ANEMIA FALCIFORME 

 

A anemia falciforme (AF) (homozigoze para hemoglobina (Hb) S) é 

considerada a doença monogênica mais comum no Mundo (Rusanova et al. 

2011). No Brasil, estimando-se que de 3 a 6% da população brasileira possua o 

alelo variante βS e que 700 a 1000 novos casos sejam diagnosticados todo ano 

(Lyra et al. 2005; Bezerra et al. 2007; Cançado and Jesus 2007; Bandeira et al. 

2008). Em Pernambuco, um a cada 1400 nascidos vivos possuem a doença 

falciforme (HbS em heterozigose com outra Hb variante) (Cançado and Jesus 

2007). 

A AF, doença autossômica recessiva, é uma hemoglobinopatia causada 

por uma mutação pontual no gene da globina β (HBB), que promove a 

transversão da adenina pela timina (Steinberg 2008). Essa alteração de bases 

nitrogenadas provoca a substituição do ácido glutâmico pela valina na 6ª posição 

da proteína da cadeia β globínica (HBB; β6 GAG-GTG; glu6→val6; rs334), 

levando a formação de uma hemoglobina variante (HbS) que, dependendo do 

padrão de herança genética (heterozigoto ou homozigoto mutado), pode substituir 

parcial ou completamente a hemoglobina normal (HbA) (Steinberg 2008; Ware et 

al. 2017). Quando desoxigenada, sob pH baixo e baixas concentrações de 

hemoglobina fetal (HbF), a HbS interage hidrofobicamente com outras moléculas 

de HbS formando polímeros que se depositam na membrana das hemácias, 

alterando sua forma de disco bicôncavo para um formato semelhante a uma foice 

(hemácia falcizada ou falciforme) (Figura 1) (Stuart and Nagel 2004). 

A deformação dos eritrócitos altera a funcionalidade da bomba de Na+/K+, 

com a perda de potássio e água, tornando os eritrócitos mais densos e 

favorecendo o aumento de polímeros de HbS intracelular (Gibson and Ellory 

2002). O acúmulo de polímeros de HbS dentro do eritrócito danifica a membrana 

celular constantemente e favorece a hemólise intravascular. Além disso, o 

processo de falcização das hemácias altera as propriedades físicas da membrana 

plasmática, resultando em uma diminuição de sua flexibilidade e aumento 

considerável da taxa de adesão dessas células ao endotélio vascular 
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(principalmente na microcirculação) acarretando o processo de vaso-oclusão 

(Steinberg 2008).  

 

Figura 1 - Fisiopatologia da anemia falciforme. Mutação na 6ª posição da proteína da globina β, 
levando a formação de uma hemoglobina variante, a HbS, que em baixas tensões de oxigênio, 
polimeriza-se. O polímero de HbS danifica o eritrócito, diminuindo sua vida útil (hemólise) e 
diminuindo a biodisponibilidade do óxido nítrico. As hemácias falcizadas também promovem a 
vaso-oclusão 

 
Fonte: Steinberg (2008) 

 

A ocorrência desses dois eventos (hemólise intravascular e processos 

vaso-oclusivos) tem um papel determinante no desenvolvimento dos principais 

sinais e sintomas clínicos dos pacientes com AF. Porém, as manifestações 

clínicas podem variar significativamente de um indivíduo para outro; desde 

pacientes sem muitas intercorrências clínicas àqueles com múltiplos eventos; tais 

como crises vaso-oclusivas, sequestro esplênico, úlceras de membros inferiores, 

síndrome torácica aguda (STA), necrose asséptica de fêmur e/ou úmero, 

insuficiência renal crônica, priapismo, retinopatia, acidente vascular cerebral 

(Ballas and Mohandas 1996; Archer et al. 2015). Vários estudos suportam a ideia 

de que a modulação fenotípica dessas manifestações clínicas entre indivíduos 

com AF esteja intimamente relacionada com fatores genéticos específicos 

(Martinez-Castaldi et al. 2007; Taylor et al. 2009; Flanagan et al. 2011) 
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O haplótipo do gene da globina βS, a co-herança com  -talassemia , níveis 

elevados de Hb fetal (HbF) e a persistência hereditária da HbF (PHHF) foram 

relacionados como moduladores genéticos que influenciam no fenótipo de 

indivíduos com AF (Higgs et al. 1982; el-Hazmi et al. 1999; Sheehan et al. 2013; 

Domingos et al. 2014). Os haplótipos βS apresentam correlação com os níveis de 

HbF presentes nesses pacientes, uma vez que a HbF não participa do polímero 

com a HbS; fato este que favorece bom curso clínico dos pacientes com altos 

níveis de HbF ou com PHHF (Steinberg 2008; Mahmoud et al. 2015). Dentre os 

cinco haplótipos existentes (CAR, BEN, SAU, CAM e SEN) aquele com menores 

níveis de HbF (CAR) cursam com clínica mais grave comparados àqueles com 

níveis intermediários e/ou altos, ou não-CAR, (BEN, SAU, CAM e SEN) (Alsultan 

et al. 2011). A co-herança da -talassemia com a AF promove redução de Hb 

intracelular, incluindo a HbS, levando a uma menor polimerização e consequente 

menor taxa de hemólise (de Ceulaer et al. 1983). Essa redução na hemólise faz 

com que os pacientes cursem com menos complicações de caráter hemolítico 

(Kato et al. 2007; Domingos et al. 2014). 

 

2.1.1 Hemólise 

 

Enquanto que a mutação genética responsável pela AF (β6 GAG-GTG; 

glu6→val6; rs334) é conhecida e bem estabelecida, os mecanismos 

fisiopatológicos responsáveis pela variação fenotípica entre os pacientes ainda 

não foram completamente elucidados (Ingram 1957; Connes et al. 2016). Apesar 

de os eventos hemolíticos e vaso-oclusivos frequentemente se sobreporem, o 

fenótipo hemolítico intravascular na AF, caracterizado pela alta taxa de hemólise 

(rompimento) das hemácias, promove uma disfunção na homeostase tanto na 

microcirculação como também na macrocirculação desses pacientes (Kato et al. 

2007; Connes et al. 2016). 

Como consequência da hemólise intravascular, ocorre a liberação do 

conteúdo eritróide para o plasma, especialmente Hb, que devido a cronicidade 

hemolítica da doença, promove a saturação de sua proteína ligante, a 

haptoglobina (Kato et al. 2007; Steinberg 2008). Uma vez livre na circulação, as 

moléculas de Hbs que não se ligaram às moléculas de haptoglobinas reagem 
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rapidamente com o óxido nítrico (NO) promovendo uma diminuição de sua 

biodisponibilidade (Reiter et al. 2002). A reação entre a Hb e o  NO limita a 

difusão do NO do endotélio para o músculo liso, inibindo a vasodilatação (Pohl 

and Lamontagne 1991). Além disso, a hemácia lisada libera arginase, que por sua 

vez reduz a disponibilidade da L-arginina, principal substrato para a síntese de 

NO, sendo este outro mecanismo de diminuição de NO na circulação (Morris et al. 

2005). 

A baixa concentração de NO, por sua vez, promove a ativação e 

agregação de plaquetas e ativação da expressão de moléculas de adesão em 

células endoteliais (Minneci et al. 2005). Em resumo, alterações biológicas no 

ciclo do NO parecem estar envolvidas no desenvolvimento doenças 

cerebrovasculares, como a vasculopatia cerebral, infarto silencioso e acidente 

vascular isquêmico (Figura 2) (Bernaudin et al. 2008; DeBaun et al. 2012; Connes 

et al. 2013). 

 

Figura 2 - Modelo de sobreposição de sub-fenótipos da AF. Sugere-se que um conjunto de 
complicações hemolítico-endoteliais estejam associadas a baixas concentrações de Hb e altos 
níveis de marcadores de hemólise (LDH, reticulócitos) e que estes possam influenciar no 
desenvolvimento de úlceras maleolares, priapismo, hipertensão pulmonar e talvez no AVC-não 
hemorrágico 

 

Fonte: Kato et al.(2007)  

 

2.2 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL 
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De todas as manifestações clínicas observadas em pacientes com AF, o 

acidente vascular cerebral (AVC) representava, anteriormente às condutas de 

prevenção, aquela de maior impacto na vida dos pacientes, representando cerca 

de 20% da mortalidade em pacientes com AF (Stockman et al. 1972; Adams et al. 

1998a). Apensar do AVC isquêmico e hemorrágico acometem pacientes com AF, 

estudos de 1970 a 2010 apontaram o isquêmico como o tipo de AVC mais 

prevalente em crianças e adultos com AF (aproximadamente 75% dos casos) 

(Wood 1978; Powars et al. 1978; Strouse et al. 2011). 

O AVC isquêmico é comumente descrito como um evento neurológico 

agudo, secundário à estenose e oclusão de artérias cerebrais, resultando em 

isquemia tecidual e levando a manifestação de sinais e sintomas neurológicos por 

pelo menos 24 horas (Ohene-Frempong et al. 1998). Em pacientes com AF, o 

AVC isquêmico ocorre geralmente nas grandes artérias do polígono de Willis, 

onde as artérias cerebrais médias, cerebrais anteriores e carótida interna estão 

frequentemente associadas a esse desfecho (Stockman et al. 1972; Switzer et al. 

2006).  

Crianças com AF possuem um risco 300 vezes maior de desenvolver um 

AVC, fazendo da AF a causa mais comum de AVC na infância (Hoppe et al. 

2007). Isoladamente, o AVC é responsável por 20% dos óbitos de crianças com 

AF entre 5-10 anos; adicionalmente, 70% dessas crianças que desenvolvem o 

AVC apresentam déficit motor e significante déficit neurocognitivo (Ohene-

Frempong et al. 1998; Zhou et al. 2011). 

Clinicamente, esses pacientes podem ser identificados por hemiparesia, 

monoparesia, afasia, perda de força, convulsão, distúrbios visuais (Ohene-

Frempong 1991; Connes et al. 2013). Entretanto, apenas características físico-

motoras não são suficientes para a conclusão do diagnóstico de AVC. Alguns 

distúrbios neurológicos como Paralisia de Bell (paralisia facial periférica) e a 

Síndrome da Encefalopatia Posterior Reversível (PRES) por apresentarem 

características semelhantes, podem levar ao diagnóstico equivocado (Mayhew 

and Carhart 2015; Solh et al. 2016). Para que a hipótese diagnóstica seja 

confirmada é necessário que exames de imagem intracraniana como a 

ressonância magnética nuclear (RMN) ou tomografia computadorizada (TC), 

sejam realizados (Connes et al. 2013). 
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Apesar de o AVC isquêmico possuir alta prevalência, principalmente entre 

crianças com AF, pouco se sabe ainda sobre o mecanismo fisiopatológico de seu 

desenvolvimento (Switzer et al. 2006; Ware et al. 2017). Alguns fatores são 

apontados como moduladores do risco para o desenvolvimento do AVC 

isquêmico nos pacientes com AF: histórico de ataque isquêmico transitório, baixos 

níveis de hemoglobina basal (geralmente inferiores a 7 g/dL), episódios de STA e 

comprometimento do débito cardíaco (Ohene-Frempong et al. 1998). Com relação 

aos pacientes adultos, cuidados adicionais devem ser levados em consideração 

quanto ao risco para o desenvolvimento de AVC, tais como: perfil lipídico, diabete 

melito, tabagismo e uso abusivo de drogas, como o álcool (Connes et al. 2013). 

 

2.3 DOPPLER TRANSCRANIANO  

 

Em 1998, Adams e cols. (Adams et al. 1998a) propuseram, através do 

STOP (do inglês, Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia, STOP trial), a 

utilização do Doppler Transcraniano (DTC) como ferramenta de triagem e 

estratificação clínica para a prevenção primária ao AVC em crianças, sendo 

possível a identificação de pacientes com risco elevado para o desenvolvimento 

desta manifestação. Esta triagem consiste de um exame por ultrassonografia não 

invasivo, indolor e de baixo custo, capaz de estimar a média da velocidade 

máxima de fluxo (VMMF) sanguíneo nas artérias intracranianas do polígono de 

Willis (Aaslid et al. 1982; Adams et al. 1998a). 

Áreas de estenose são identificadas no DTC pelo aumento do fluxo 

sanguíneo, resultante do estreitamento dos vasos, uma vez que a velocidade é 

diretamente proporcional à velocidade cerebral sanguínea e indiretamente 

proporcional ao diâmetro do vaso (Adams 2014).  O acesso a essas artérias é 

obtido por meio de um transdutor em uma região craniana de baixa densidade 

óssea ou em um forame ósseo. A via mais usual é a ultrassonográfica temporal 

que está localizada acima do arco zigomático e anterior à orelha (janela acústica) 

(Figura 3) (Aaslid et al. 1982). É possível, por essa via, avaliar a VMMF das 

artérias: cerebral média, bifurcação da artéria carótida interna, carótida interna, 

cerebral anterior e cerebral posterior, estas sempre avaliadas de modo bilateral. 
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Além dessas artérias, a artéria basilar também é avaliada (Adams et al. 1992; 

Adams et al. 1998a). 

 

Figura 3 - Diagrama da área onde o transdutor do Doppler Transcraniano é posicionado para 

obter os sinais das artérias intracranianas  

 

Fonte: Aaslid et al. (1982) 

 

Pacientes com AF possuem o fluxo sanguíneo cerebral maior que pessoas 

sem a doença, devido a anemia (Herold et al. 1986; Prohovnik et al. 1989; Hurlet-

Jensen et al. 1994). Porém, não existe diferença do consumo médio de oxigênio 

comparativamente entre o grupo de indivíduos com e sem AF, sugerindo que o 

aumento de fluxo sanguíneo se torna um mecanismo compensatório (Herold et al. 

1986). 

Pacientes submetidos a este exame podem ser classificados em três 

grupos distintos: normal, condicionante e alto risco. A VMMF é considerada 

normal até 170 cm/s, condicionante quando a VMMF é igual ou superior a 170 

cm/s até 199 cm/s, e alto risco, quando em duas avaliações seguidas e 

independentes, as VMMF são iguais ou superiores a 200 cm/s. Em pacientes que 

não são obtidas as velocidades nas artérias cerebrais médias e nas bifurcações, e 

o exame não for de boa qualidade, o DTC é considerado inadequado (Adams et 

al. 1998a). 

É importante destacar que a avaliação do DTC é mais efetiva quando 

realizada em indivíduos até os 16 anos, devido à presença de ossos cranianos 

mais finos e janelas acústicas maiores (Adams et al. 1998a). Por limitação 

técnica, aproximadamente 5% das crianças apresentam DTC inadequado, por 
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não se conseguir mensurar o fluxo sanguíneo nas principais artérias (Adams 

2004; Hoppe 2005). 

Com base nesta classificação, os pacientes alocados no grupo normal, 

passam por avaliação pelo DTC de modo anual, enquanto que pacientes 

alocados nos grupos condicionante e alto risco precisam ser acompanhados a 

cada seis meses, e trimestralmente, respectivamente (Adams et al. 1998a). De 

acordo com Adams e cols., (Adams et al. 1992) crianças com AF e com DTC de 

alto risco, apresentam um risco 44 vezes maior de desenvolver AVC que 

pacientes com de AF com e DTC normal. 

Entretanto, o valor de 200 cm/s não é absoluto, visto que pacientes que 

apresentam DTC em faixa condicionante também apresentam um elevado risco 

de desenvolver AVC e cerca de 19% das crianças com DTC normal também 

podem vir a desenvolver AVC (Adams et al. 1992; Adams et al. 1997; Adams 

2004). Com base nessa classificação, os pacientes podem submetidos a 

esquemas profiláticos de transfusões periódicas e/ou protocolos terapêuticos. 

 

2.4 PREVENÇÃO 

 

2.4.1 Transfusão 

 

A transfusão periódica e contínua, com intervalos de 21 a 28 dias, é 

utilizada nos pacientes com AF (com o objetivo de evitar complicações 

cerebrovasculares) tanto como profilaxia primária ao AVC quanto para reduzir a 

ocorrência de um novo evento (Mack and Thompson 2016).  

Dessa forma, a identificação de altas velocidades através do DTC tornou-

se clinicamente importante para que houvesse a chance de oferecer a prevenção 

em crianças com alto risco (Adams et al. 1992; Adams et al. 1997; Adams et al. 

1998b; Enninful-Eghan et al. 2010). Sabe-se que em crianças sem tratamento e 

com o DTC de alto risco, o risco de AVC é de 10% por ano (Adams et al. 1998b); 

além disso, pacientes com AF que já tiveram AVC, o risco de recorrência do 

evento é estimado de 47% a 93% (Powars et al. 1978; Sarnaik et al. 1979; Moohr 

et al. 1982; Balkaran et al. 1992). 
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Em ambos os casos, a redução da concentração da HbS durante as 

transfusões para 30% ou menos, do total da concentração de Hb, reduz em 70% 

o risco do AVC (Mack and Thompson 2016). Indispensável à pacientes com 

complicações cerebrovasculares, o regime hipertransfusional reduz a 10% a 

chance de um novo AVC, e em pacientes com DTC de alto risco o risco de AVC é 

91% menor que em pacientes que não recebem o tratamento (Pegelow et al. 

1995; Adams et al. 1998b). 

Os mecanismos pelos quais a transfusão regular previne o AVC não são 

bem conhecidos, porém a redução da HbS ou o aumento da concentração total 

de Hb, ou ambos, podem trazer efeitos benéficos para os pacientes uma vez que 

antagoniza os efeitos hemolíticos da doença (Bunn 1997; Adams et al. 1998b). 

Além disso, a hiperemia nos vasos intracranianos, relacionada ao grau de anemia 

do paciente, é reduzida pela transfusão e é possivelmente um dos mecanismos 

de redução do risco de AVC (Venketasubramanian et al. 1994). 

Uma vez que a transfusão não pode ser descontinuada nesses pacientes, 

os riscos a longo prazo relacionados à transfusão, como sobrecarga de ferro e 

aloimunização, são possíveis de manejar, uma vez que a gravidade e sequelas 

causadas pelo AVC não podem ser previstas (Adams et al. 1998b; Adams et al. 

2005; Saidi et al. 2016; DeBaun and Kirkham 2016).  

 

2.4.2 Hidroxiuréia  

 

A hidroxiuréia (HU), ou hidroxicarbamida, é um agente citostático leve 

utilizada em doenças onco-hematológicas, e seu uso foi aprovado no Brasil como 

tratamento da AF há 14 anos (Elford 1968; Brasil, 2002). 

Em pacientes com DTC condicionante e seguindo protocolo interno do 

HEMOPE, a HU é administrada em dose inicial (15mg/Kg/dia) até a dose máxima 

tolerada (5mg/Kg/dia) de acordo com a resposta de paciente ao medicamento e 

seguindo os critérios de conduta por toxicidade propostos pelo Ministério da 

Saúde (Brasil, 2012). 

A administração da HU em pacientes com anemia falciforme possui 

múltiplos benefícios, que incluem: indução da síntese de HbF, com concomitante 

aumento na concentração de Hb total e redução da taxa de hemólise (Wyszynski 
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et al. 2004; Kato et al. 2007). A HU também reduz os números de leucócitos 

circulantes e a expressão de moléculas de adesão, que contribuem para a vaso-

oclusão com efeito aditivo no aumento da biodisponibilidade do NO (Benkerrou et 

al. 2002). De modo geral, a HU reduz a frequência de crises vaso-oclusivas, a 

necessidade transfusional e as hospitalizações dos pacientes, além de diminuir a 

taxa de mortalidade em aproximadamente 40%, quando utilizada por pelo menos 

um ano (Lanzkron et al. 2008; Strouse et al. 2008; Steinberg et al. 2010). 

Apesar de conter alguns efeitos adversos temporários, como leucopenia e 

plaquetopenia, que poderiam predispor os pacientes a infecções e sangramentos, 

o risco do uso da HU em pacientes falciformes é aceitável quando comparado 

com o risco de pacientes falciformes não tratados (Brawley et al. 2008). Ware e 

cols. (Ware et al. 2012) desenvolveram um estudo (do inglês, Stroke With 

Transfusions Changing to Hydroxyurea, SWiTCH) em que a HU  foi substituída 

pelo regime de hipertransfusão em pacientes com AF e com AVC prévio e que já 

tinham passado por, no mínimo, 18 meses de tratamento.  

Apesar de inconclusiva a eficácia do uso da HU na prevenção de um novo 

AVC, devido ao término precoce do estudo, os dados mostraram que 10% dos 

pacientes tiveram recorrência de AVC (6 casos/100 pacientes/ano) frente a 

nenhum caso de recorrência nos pacientes com tratamento padrão (transfusão) 

(Ware et al. 2012). Comparativamente, essa taxa é maior que um estudo 

retrospectivo com crianças que receberam transfusão de forma contínua (2.2 por 

100 pacientes/ ano), porém menor que 70% de recorrência em pacientes que 

descontinuaram a transfusão e não receberam nenhum tipo de tratamento 

secundário (Wilimas et al. 1980; Scothorn et al. 2002). 

 

2.5 PANORAMA GENÔMICO E PERSPECTIVAS MOLECULARES PARA 

PREVENÇÃO DO AVC EM PACIENTES COM AF 

 

Existem evidências suficientes na literatura para apoiar a ideia de que 

variantes genéticas específicas podem contribuir para o desenvolvimento de 

doença cerebrovascular na AF (Hoppe et al. 2004; Hoppe et al. 2007; Flanagan et 

al. 2011; Flanagan et al. 2013; Belisario et al. 2015a; Belisario et al. 2015b).  
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De fato, estudo realizado em irmãos com AF demonstrou que, quando um 

deles apresenta altas velocidades do fluxo sanguíneo cerebral avaliada pelo DTC, 

a probabilidade de o segundo irmão apresentar o mesmo quadro é maior, 

demonstrando que há um componente genético envolvido no aumento da 

velocidade do fluxo sanguíneo, e consequentemente, desenvolvimento de AVC 

(Kwiatkowski et al. 2003) 

Estes achados, juntamente com as limitações técnicas do DTC, ressaltam 

a importância de estudos mais aprofundados sobre a potencial associação de 

variantes genéticas específicas e o desenvolvimento do AVC, fato que poderia 

ajudar a definir mutações relacionadas à prevenção ou desenvolvimento do 

desfecho em pacientes com AF (Sheehan et al. 2013; Hyacinth et al. 2015; 

Reeves et al. 2016; Leonardo et al. 2016). 

 

2.6 ANEXINA A2  

 

A anexina A2 (ANXA2), proteína de 36 kDa membro da superfamília de 

proteínas ligantes de fosfolipídios dependentes de cálcio, é codificada pelo gene 

ANXA2 localizado no braço longo do cromossomo 15 (15q22.2) (Moss and 

Morgan 2004). Expressa em células endoteliais, monócitos e macrófagos, é uma 

proteína multifuncional envolvida na sinalização da tradução, proliferação celular e 

na interação membrana-citoesqueleto além de importante papel na geração de 

plasmina na superfície extracelular (Hajjar et al. 1994; Kaczan-Bourgois et al. 

1996; Moss and Morgan 2004; Rescher 2004; Gerke et al. 2005; Singh 2007; 

Flood and Hajjar 2011). 

Localizada inicialmente no citoplasma, para que exerça seu papel na 

fibrinólise, é fosforilada na tirosina da posição 24, no qual contribui com a 

formação de um complexo com a proteína S10010A (também conhecida como 

p11), sendo então o complexo translocado para o exterior da membrana celular, 

onde se instala e atua na via fibrinolítica (Derbyshire et al. 2005; Flood and Hajjar 

2011). 

Além do importante papel da ANXA2 como ancoradoura da S10010A na 

superfície celular, ela também atua protegendo a S10010A do processo de 
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ubiquitinização que poderia acometer a mesma quando ela estivesse exposta na 

face externa da bicamada lipídica (He et al. 2008). 

 

2.6.1 Papel da anexina A2 na fibrinólise 

 

Após agressões ao endotélio vascular, decorrente da falcização das 

hemácias, as células endoteliais expressam o fator tecidual e iniciam a cascata de 

coagulação que resulta na ativação da trombina e posterior deposição de 

coágulos de fibrina (Solovey et al. 1998; Madureira et al. 2011). Ao mesmo tempo, 

as vias anticoagulantes e fibrinolíticas são ativadas para evitar a disseminação da 

coagulação e também para limitar o acúmulo de fibrina (Tanaka et al. 2009; Ait-

Oufella et al. 2010). As células endoteliais também promovem a dissolução do 

coágulo (fibrinólise), onde o zimógeno plasminogênio é ativado em plasmina pelo 

ativador do plasminogênio tipo-tecidual (tPA) e pelo ativador do plasminogênio 

tipo-uroquinase (uPA) (Madureira et al. 2011). 

A ANXA2 faz parte do complexo anexina A2 heterotretâmero (AIIt), um 

importante receptor do plasminogênio na superfície das células endoteliais 

(Madureira et al. 2011). O AIIt é composto por duas moléculas de ANXA2, que 

ficam em contato com a membrana da célula, unidas por um dímero da proteína 

S100A10 pela região N-terminal (Waisman 1995; Lambert et al. 1997; Gerke and 

Moss 2002). A S100A10 possui um resíduo de lisina no região C-terminal, na qual 

forma um sítio de ligação para o tPA e plasminogênio, favorecendo o início da 

cascata fibrinolítica (Figura 4) (Kassam et al. 1998; MacLeod et al. 2003). 

 

Figura 4 - Representação esquemática do complexo AIIt na superfície de células endoteliais. É 

composto por duas moléculas de ANXA2 (em roxo) e duas moléculas da S10010A (em verde).  A 

letra K, demonstra o sítio de ligação para o plasminogênio e o tPA 

 

Fonte: Madureira et al. (2013) - (Adaptada). 
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A enzima uPA, não se liga ao complexo AIIt, pois esta possui receptor 

(uPAR) também localizado na membrana das células endoteliais (Choi et al. 2003; 

Zhang et al. 2004). O uPA é ativado de sua forma pro-uPA pela plasmina, e atua 

juntamente com o tPA na ativação do plasminogênio, sendo esta uma reação 

duplo recíproca e cíclica (Stephens et al. 1989). 

A cascata fibrinolítica inicia após o processo de proteólise do 

plasminogênio em plasmina, que atua rompendo as ligações cruzadas entre as 

moléculas de fibrinas, desfazendo o coágulo formado e gerando os produtos de 

degradação de fibrina (PDFs) e D-dímeros (Hajjar 2003; Ling et al. 2004). 

Estudos tem mostrado que ratos nocaute para o gene ANXA2 (ANXA2-/-), 

apresentam acúmulo de fibrina no interior dos vasos (Ling et al. 2004). Porém, é 

importante destacar que ANXA2 atua no transporte, acomodação e estabilização 

da S10010A, que é a subunidade de fato, responsável pela ligação e ativação do 

plasminogênio. (Madureira et al. 2011; Bharadwaj et al. 2013). Deste modo, é 

bem estabelecido que baixas concentrações de ANXA2 resultam na depleção da 

S100A10 na superfície celular, culminando em interrupção da via fibrinolítica 

(Surette et al. 2011). 

Assim, estudos demonstraram que camundongos nocaute para o gene 

S100A10 também acumulavam fibrina, não sendo, contudo, resultado de 

hipercoagulação, uma vez que os testes de coagulação eram semelhantes aos 

camundongos selvagens (Surette et al. 2011). 

Dessa forma, a ANXA2 responsável por regular a homeostase fibrinolítica 

inclusive na macrocirculação, possibilita a teoria de comprometimento dessa via, 

visto que, pacientes com AF e com alteração cerebrovascular (DTC alterado e 

AVC) possuem frequentemente estenose nas grandes artérias intracranianas 

(Ling et al. 2004; Helton et al. 2014).  

 

2.6.2 Polimorfismo IVS-14-1046 no gene ANXA2 

 

Previamente estudado e relacionado com o desenvolvimento do AVC  por 

Sebastiani e cols. (Sebastiani et al. 2005), o polimorfismo IVS-14-1046 

(rs7163836) (do inglês, intronic variation sequence) localizado no íntron 14 e na 
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posição 1046, é o Tag-SNP (Stram 2004) com maior cobertura de SNPs (19 

SNPs (Tabela Suplementar I) e com MAF (do inglês, minimum allele frequency) 

maior que 10%, sendo o escolhido para o presente estudo. 
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral 

 

Determinar a relação do polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163836) no 

gene ANXA2 com o desenvolvimento do acidente vascular cerebral isquêmico em 

pacientes com anemia falciforme.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a) Determinar a frequência alélica e genotípica do SNP IVS-14-1046 

C>T (rs7163836) do gene ANXA2; 

b) Investigar a associação do polimorfismo IVS-14-1046 C>T 

(rs7163836) com o desenvolvimento do acidente vascular cerebral 

isquêmico; 

c) Determinar os níveis de expressão do gene ANXA2 em pacientes 

pediátricos com anemia falciforme e associar esses achados com o 

polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163836). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 CASUÍSTICA 

 

O estudo foi do tipo corte transversal retrospectivo analítico realizado no 

período de maio/2015 a dezembro/2016. Após a análise de 257 prontuários de 

pacientes pediátricos portadores de AF de Pernambuco, foram incluídos, de 

acordo com os resultados do DTC, 196 pacientes sem parentesco entre si, 

acompanhados no ambulatório de Triagem Neonatal do Hospital de Hematologia 

e Hemoterapia de Pernambuco - HEMOPE. Os pacientes foram alocados nos 

seguintes grupos: 

o Normal: Pacientes com média da velocidade máxima de fluxo sanguíneo < 

170 cm/s;  

o Condicionante: Pacientes com média da velocidade máxima de fluxo 

sanguíneo entre 170 – 199 cm/s;  

o Alto Risco: Pacientes com média da velocidade máxima de fluxo sanguíneo 

≥ 200 cm/s.  

Os prontuários dos pacientes inseridos no estudo foram avaliados para 

documentação dos dados clínicos e laboratoriais. Todos os pacientes realizaram 

ressonância magnética nuclear e/ou tomografia computadorizada, tanto para 

confirmar a hipótese diagnóstica do AVC quanto para descartar lesões 

neurológicas secundárias nos que não desenvolveram a manifestação. 

A cada convocação por telefone ou durante as visitas de rotina, cerca de 5 

mL de sangue periférico foram coletados em tubos a vácuo contendo EDTA como 

anticoagulante e conduzido para o laboratório de Hemoglobinopatias da Unidade 

de Laboratórios Especializados (UNILABE-HEMOPE) e Setor de Hematologia do 

Laboratório Central (LabCen) do Centro de Biociências da Universidade Federal 

de Pernambuco para a realização de testes moleculares. 

O presente trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

do Centro de Ciências da Saúde/UFPE (Nº do parecer: 413.574) (Anexo I). Após 

a aprovação, foi desenvolvido obedecendo integralmente os princípios éticos 

estabelecidos na resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde (CNS). A 
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Fundação HEMOPE, foi incluída como co-instituição pela obtenção das amostras 

e informação através de prontuários acerca dos pacientes. 

Todos os pacientes envolvidos, ou os seus responsáveis, foram orientados 

sobre a proposta do projeto e assinaram, quando em concordância, o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (Apêndices A e B) previamente aprovado pelo 

CEP. 

 

4.2 CARACTERÍSTICAS LABORATORIAIS 

 

 Baseado nas ideias de Lettre e cols. (Lettre et al. 2008) acerca da exclusão 

do estudo de pacientes menores de cinco anos devido aos níveis de HbF ainda 

não estarem estáveis nessa idade, índices hematológicos (contagem de 

hemácias, hemoglobina, hematócrito, volume corpuscular médio, hemoglobina,  

corpuscular média, HbF, plaquetas e reticulócitos) e índices bioquímicos (lactato 

desidrogenase, bilirrubina direta, bilirrubina indireta e bilirrubina total), usualmente 

utilizados em trabalhos com pacientes com AF, não foram incluídos nas análises 

estatísticas deste trabalho. Apenas a Hb basal (Hb média de cada paciente) foi 

levada em consideração. 

 Além disso, para tais exames acima dos cinco anos é necessário que os 

pacientes não estejam em uso de HU, fato este não usual nos pacientes 

pediátricos com AF do HEMOPE. 

 

4.3 ANÁLISE MOLECULAR 

 

4.3.1 Extração do DNA Genômico para Genotipagem 

Para a análise do polimorfismo foi realizada a extração de DNA genômico a 

partir de leucócitos, obtidos de amostras de sague periférico, pela técnica de 

fenol-clorofórmio modificado (Davis et al., 1986).  

 

4.3.2 Genotipagem do Polimorfismo IVS-14-1046  

 O Tag-SNP IVS-14-1046 C>T (rs7163836) (MAF global: 0,47) foi 

selecionado através do Ensembl (ensembl.org) que se baseia no banco de dados 
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do 1000 Genomes e utilizou-se a população YRI e CEU para definir os 

polimorfismos em desequilíbrio de ligação (Suplementar I). 

A detecção do polimorfismo foi realizada por PCR em tempo real (qPCR) 

por discriminação alélica utilizando o sistema TaqMan®, que consiste de sondas 

marcadas com fluorocromos desenhadas especificamente para serem 

complementares à cadeia de oligonucleotídeos. As sondas utilizadas no estudo 

foram VIC (yellow) e FAM (green) e o primer utilizado para pesquisa do 

polimorfismo está disponível para o uso em pesquisa de caráter científico no site 

https://products.appliedbiosystems.com – ID: C_9036149_10. Para realização 

desta técnica foi utilizado o aparelho Rotor Gene 6000TM (Corbett Research, 

Austrália). As condições da reação encontram-se na tabela 1. 

 

Tabela 1 - Protocolo padrão de condição de reação da TaqMan® para amplificação por qPCR. 

 
Hold 

40 Ciclos 

 Desnaturação Hibridização/ Extensão 

Tempo 10 minutos 15 segundos 1 minuto 

Temperatura 95 ºC 92 ºC 60 ºC 

Fonte: Medeiros (2017) 

 

4.3.3 Extração de mRNA para expressão gênica 

 

Para a análise de expressão gênica da ANXA2, amostras de 4 mL de 

sangue periférico de pacientes com AF foram coletados e utilizados para o 

isolamento do mRNA dos leucócitos através do reagente TRIzol®, seguindo as 

instruções do fabricante. 

 A análise de integridade das amostras foi realizada em gel de eletroforese 

a 1% e foram quantificadas por espectrofotometria (NanoDrop® 2000, Thermo 

Fisher Scientific, USA) com razão de absorbância 260/280 próximo de 2,0. 

Nenhuma amostra de RNA mostrou-se degradada ou parcialmente degradada. 

 

4.3.4 Síntese de cDNA e expressão gênica da ANXA2 
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 Para a síntese de DNA complementar (cDNA) foi utilizado o kit de 

transcrição reversa High-Capacity (Applied Biosystems, USA), seguindo as 

recomendações do fabricante, onde 1 µg de RNA total foram utilizados a cada 10 

µL de reação. 

 Sondas de hidrólise (TaqMan®) para o gene ANXA2 (Hs00743063_s1) e 

gene de referência (Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, GAPDH) 

(Hs0278664_g1) foram utilizadas. Realizadas em duplicatas técnicas, as reações 

foram executadas em placas de 96 poços da SSI (Scientific Specialties 

Incorporated, USA) livres de DNAse, DNA e inibidores de PCR, seladas com 

adesivos da mesma marca. 

 O ensaio de expressão gênica foi realizado por qPCR quantitativo no 

equipamento AriaMx (Agilent Technologies, USA) com condições de reação 

demonstradas na tabela 2. 

 

Tabela 2 - Protocolo padrão de condição de reação de sondas de hidrólise (TaqMan®) para a reação 
de expressão gênica. 

 
UDG (DNA) Hot Start Amplificação 

 

 1 Ciclo 1 Ciclo 40 Ciclos 

Tempo 2 minutos 10 minutos 15 segundos 1 minuto 

Temperatura 50 ºC 95 ºC 95 ºC 60º C 

Fonte: Medeiros (2017) 

 

4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As características clínicas e característica laboratorial dos pacientes foram 

mostradas descritivamente. O teste Chi-quadrado ou exato de Fisher (quando 

aplicável) foi utilizado para comparações entre variáveis categóricas e o Kruskal-

Wallis foi utilizada para comparações entre as variáveis continuas. O risco para o 

desenvolvimento da manifestação (AVC) foi avaliado a partir da análise das datas 

de desenvolvimento desta complicação, em relação a data de admissão ao 

serviço de referência. Curvas de incidência (1- Kaplan-Meier) foram construídas 

refletindo o tempo para o desenvolvimento das complicações com o teste de log-

rank utilizado para a comparação das curvas (Kim 2007). Os resultados da 
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expressão gênica foram calculados por meio do método comparativo de 2-ΔΔCq, 

como descrito por Pfaffl (Pfaffl 2001).Todos os valores de P foram ajustados para 

os dois lados com nível de significância a 0,05. As análises foram realizadas 

utilizando o software SPSS Statistics 19.0 e Stata Statistic/Data Analysis versão 

12 (Stata Corporation, EUA). 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 DESCRIÇÃO DA COORTE 

 

Com um segmento médio de 12,5 anos (Intervalo de confiança (IC) 95%: 

12,2 a 12,8 anos), a taxa de desenvolvimento de AVC no grupo pediátrico com AF 

foi 4,1% (8 pacientes) com mediana de 7 anos (1,5 – 9,2). De acordo os 

resultados da velocidade de fluxo sanguíneo cerebral avaliado pelo DTC e 

seguindo os critérios de classificação de risco para o desenvolvimento de AVC 

preconizados pelo estudo STOP (Adams et al., 1998a), 137 (70%) pacientes 

foram classificados como DTC normal, 39 (20%) como DTC condicionante e 20 

(10%) como DTC de alto risco. A taxa de desenvolvimento de AVC nos referidos 

grupos foi de 3% para pacientes com DTC normal, 2,5% para pacientes com DTC 

na faixa condicionante e 15% para pacientes com DTC de alto risco. Dentre os 

oito pacientes que desenvolveram AVC houve apenas uma recorrência do evento 

(12,5%). 

Pacientes analisados que nunca realizaram o exame de DTC (50 

pacientes; 19,5%), que apresentaram DTC inadequado (isto é, velocidade de 

fluxo não detectada pelo exame devido à limitação técnica, 6 pacientes; 2,3%) ou 

inconclusivo (isto é, resultados de DTC que não puderam ser interpretados, 5 

pacientes; 1,9%) foram excluídos da análise.  

 

5.2 FREQUÊNCIAS ALÉLICAS E GENOTÍPICAS DO POLIMORFISMO IVS-14-

1046 C>T (RS7163836) 

 

 A pesquisa do polimorfismo IVS-14-1046 C>T foi possível ser realizada em 

amostras de DNA genômico de 182 pacientes (93%); os 7% pacientes não 

incluídos não foi possível obter as amostras de sangue para a extração de DNA. 

As populações estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Na população 

estudada a frequência alélica estimada do alelo C foi de 0,541 e do alelo T é de 

0,459. Com relação a genotipagem, 50 pacientes (28%) apresentaram genótipo 

selvagem (CC), 97 pacientes (53%) apresentaram genótipo heterozigoto (CT) e 

35 pacientes (19%) apresentaram genótipo homozigoto variante (TT).  
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 Para as análises de associação, foram aplicados os modelos de herança 

genética recessivo, dominante e codominante para ambos os polimorfismos. 

Contudo, como o modelo dominante para o polimorfismo IVS-14-1046 C>T foi o 

que melhor representou nossos resultados, este modelo foi aplicado nas análises 

de associação subsequentes. 

 

5.3 ASSOCIAÇÃO DO POLIMORFISMO IVS-14-1046 C>T E 

CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DOS PACIENTES COM AF 

 

A Tabela 3 resume as principais características clínicas dos pacientes 

pediátricos com AF de acordo com o polimorfismo IVS-14-1046 C>T no gene 

ANXA2. Nenhuma diferença significativa foi observada entre o polimorfismo 

estudado com o aumento da velocidade do fluxo sanguíneo cerebral nos 

pacientes com AF alocados nos grupos DTC normal, condicionante e alto risco 

analisados (P=0,308) (Tabela 4). Contudo, quando analisados separadamente, 

pacientes alocados no grupo DTC normal com o genótipo homozigoto variante 

(TT) apresentaram uma maior frequência de AVC (14%; P = 0,006). 
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Tabela 3. Características clínicas de pacientes pediátricos com AF de acordo com o polimorfismo IVS-14-1046 C>T no gene 

ANXA2. 

Variáveis 
Todos pacientes 

(n = 196) 

Polimorfismo IVS-14-1046 C>T 

no gene ANXA2 (n = 182) P-valor 1 

CC (n = 50) CT (n = 97) TT (n = 35) 

No. % No. % No. % No. % 

Sexo         0,473 

 Feminino 99 50,5 22 44 53 55 18 51   

 Masculino 97 49,5 28 56 44 45 17 49   

Haplótipo         0,994 

 CAR/CAR 104 60 30 60 53 60 20 59   

 não-CAR/CAR 70 40 20 40 36 40 14 41   

 Não determinado 22 - - - 8 - 1 -   

Deleção α-3.7         0,321 

 Normal 80 80 19 73 47 85,5 14 74   

 Mutado 20 20 7 27 8 14,5 5 26   

 Não determinado 96 - 24 - 42 - 16 -   

1: Valores não determinados foram excluídos dos cálculos estatísticos. Fonte: Medeiros (2017) 

 

 

Tabela 4. Frequência observada do SNP, de acordo com o modelo codominante, em pacientes pediátricos com AF e de 

acordo com o resultado do DTC. 

 
Classificação  P-valor 1 

Normal n (%) Condicionante, n (%) Alto Risco, n (%) 
 

IVS-14-1046 

C→T 

 CC  35 (28,5%) 9 (23%) 6 (30%) 0,308 

CT 67 (54,5%) 23 (59%) 7 (35%) 
 

TT 21 (17%) 7 (18%) 7 (35%)  

Não determinado 14 - -  

Total 137 39 20 182 

1: Valores não determinados foram excluídos dos cálculos estatísticos.  Fonte: Medeiros (2017) 
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Não houve associação entre a frequência alélica e o desenvolvimento de 

AVC (P=0,0604), entretanto, pacientes com alelo T apresentaram maior 

frequência de AVC (3%) quando comparado com pacientes com alelo C (1,4%). 

 

5.4 DESFECHO CLÍNICO DOS PACIENTES COM AF DE ACORDO COM O 

POLIMORFISMO IVS-14-1046 C>T NO GENE ANXA2 

 

 Pacientes com o genótipo homozigoto variante (TT) para o polimorfismo 

IVS-14-1046 C>T apresentaram um segmento mediano de 7 anos (variação: 1 – 

13), enquanto que os pacientes com genótipo heterozigoto (CT) apresentaram um 

segmento mediano 8 anos (variação: 1 – 13) e genótipo selvagem (CC) 7 anos 

(variação: 3 – 12). A taxa estimada para o desenvolvimento de AVC em 10 anos 

de todos os pacientes foi de 6% (IC 95%: 2,7 a 13,7%). Pacientes com o genótipo 

homozigoto variante (TT) para o polimorfismo IVS-14-1046 C>T apresentaram 

uma maior taxa estimada de AVC em 10 anos (15,4%, IC95%: 5,6 a 42%) quando 

comparados com pacientes com genótipo heterozigoto (2%, IC95%: 0,2 a 13%) e 

selvagem (8%, IC95%: 1,7 a 39,2%) (P = 0,02; Figura 5). 
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Figura 5 - Probabilidade cumulativa para desenvolvimento de AVC em pacientes com AF de 
acordo com os genótipos para o polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163836). 

 
 
Fonte: Medeiros (2017) 
 

De acordo com a análise de risco proporcional de Cox, a presença do 

genótipo homozigoto variante (TT) para o polimorfismo IVS-14-1046 C>T foi 

associado com menor tempo de desenvolvimento de AVC (hazard ratio (HR): 

5,87; IC95%: 1,31 – 26,3; P = 0,02). 

 

5.5 ASSOCIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA COM O POLIMORFISMO IVS-14-

1046 C>T (RS7163836) 

 

 A análise de expressão gênica da ANXA2 foi realizada em 23 pacientes, 

sendo8 com genótipo homozigoto selvagem (CC), 10 heterozigotos (CT) e 5 

homozigotos variantes (TT) para o polimorfismo IVS-14-1046 C>T. Não houve 

diferença do perfil de expressão da ANXA2 entre os grupos (Figura 6) (P=0,778). 
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Figura 6 - Análise da expressão gênica do gene ANXA2 em pacientes pediátricos com AF 
comparados aos três genótipos do polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163736) (P=0,778). 

 

Fonte: Medeiros (2017) 

 

5.6 ASSOCIAÇÃO DO POLIMORFISMO COM FATORES DE RISCO PARA 

DESENVOLVIMENTO DO AVC 

 

 Cinco variáveis previamente relacionados ao desenvolvimento de AVC 

isquêmico por Ohene-Frempong e cols. (Ohene-Frempong et al. 1998) e até 

atualmente utilizadas, foram, nesse estudo, associadas com o polimorfismo IVS-

14-1046 C>T, entretanto, não houve diferença entre os grupos, como resume a 

tabela 5. 
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Tabela 5 - Variáveis relacionadas ao desenvolvimento de AVC em pacientes pediátricos com AF de 

acordo com o polimorfismo IVS-14-1046 no gene ANXA2. 

 
Polimorfismo IVS- 14-1046 C>T 

no gene ANXA2 (n=182) 

 (CC) (n=50) (CT) (n=97) (TT) (n=35) P-valor 1 

 n. (%) n. (%) n. (%)  

Infarto silencioso    0,525 

Sim 2 (4%) 3 (31%) -  

Não 48 (96%) 94 (69%) 35 (100%)  

Ataque isquêmico transitório    0,647 

Sim 0 1 (1%) 0  

Não 50 (100%) 96 (99%) 35 (100%)  

Hipertensão arterial sistêmica     

Sim 0 1 (1%) 0 0,644 

Não 50 (100%) 96 (99%) 35 (100%)  

STA     

Sim 6 (12%) 11 (11%) 2 (6%) 0,591 

Não 44 (88%) 86 (89%) 33 (94%)  

Hemoglobina basal (g/dL), mediana 8 7,9 7,7 0,342 

Intervalo  5,5 – 10,7 6,0 – 9,9 5,3 – 9,6  

Fonte: Medeiros (2017) 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Neste trabalho, nós mostramos que o polimorfismo IVS-14-1046 C>T 

(rs7163836), um Tag-SNP, no gene ANXA2 esteve associado com uma maior 

frequência de desenvolvimento de AVC isquêmico em pacientes pediátricos com 

AF. Precisamente, crianças com genótipo variante (TT) apresentaram uma taxa 

estimada de AVC em 10 anos de 15,4%, comparado a 2% em heterozigotos (CT) 

e 8% em selvagem (CC), possuindo risco de quase 6 vezes maior de desenvolver 

AVC. Por último, os níveis de expressão da ANXA2 estudados não foram 

associados com o polimorfismo citado. Associações diretas entre SNPs e 

complicações da AF (AVC, úlceras de perna, osteonecrose, priapismo, 

hipertensão pulmonar) vem sendo ostensivamente estudadas por vários grupos 

de pesquisa (Baldwin et al. 2005; Nolan et al. 2005; Nolan et al. 2006; Flanagan et 

al. 2011; Bean et al. 2013; Flanagan et al. 2013; Rodrigues et al. 2016; Upadhye 

et al. 2016a). Entretanto, poucos estudos são direcionados a pacientes 

pediátricos no sentido de explorar a influência de alterações genéticas, nesse 

caso, sob o AVC, utilizando-se como critério de estratificação a ferramenta de 

identificação de risco exclusiva de crianças para essa manifestação – o DTC 

(Adams 2014; Upadhye et al. 2016b; Belisário et al. 2016a; Belisário et al. 2016b). 

Crianças diagnosticadas pelo teste do pezinho – Programa Nacional de 

Triagem Neonatal possuem assistência especializada desde o nascimento e 

admissão no serviço de referência, com intuito de tratamento precoce específico e 

redução das sequelas associadas à doença (Brasil, 2002). Essa metodologia 

parece ser a mais adequada para estudos com o AVC, pois consegue-se 

acompanhar de perto a evolução clínica dos pacientes, trazendo maior 

homogeneidade e precisão aos dados., além de excluir comorbidades adquiridas 

ao longo dos anos por pacientes adultos. 

 Nas crianças com AF e anteriormente à medida profilática implantada por 

Lusher e cols. 1979, o AVC era uma das complicações de maior 

morbimortalidade, chegando a acometer cerca de 10% desses pacientes (Lusher 

et al. 1976). Dada a eficácia da transfusão inicialmente utilizada na prevenção à 

recorrência do AVC, o DTC foi adaptado para que crianças com AF fossem 

identificadas com alto risco de desenvolvimento de AVC (VMMF ≥ 200 cm/s), 

iniciando-se então a terapia transfusional como prevenção primária (Mack and 
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Thompson 2016). Apesar de satisfatória, a transfusão periódica e ininterrupta não 

reduz completamente novos casos nem a reincidência do AVC (Scothorn et al. 

2002) Além disso, a limitação técnica do DTC, as possíveis complicações 

relacionadas à transfusão e até mesmo a relutância de alguns pacientes/famílias 

no comprometimento em um programa transfusional a longo prazo, limitam o 

estudo (Reeves et al. 2016; Chou and Fasano 2016). Dessa forma, esses 

obstáculos levam à busca de genes moduladores que possam influenciar no 

desenvolvimento do AVC e, posteriormente, à procura de novos métodos de 

prevenção dessa manifestação (Hyacinth et al. 2015; DeBaun and Kirkham 2016). 

 Considerando a função já esclarecida da ANXA2 na via fibrinolítica, 

estudos com camundongos nocaute para o gene ANXA2 (ANXA2-/-) 

demonstraram que a deficiência da proteína promove acúmulo de fibrina nos 

vasos (Ling et al. 2004). Nesse estudo, os modelos murinos (ANXA2-/-) foram 

submetidos a estresse oxidativo induzidos pelo cloreto de ferro (FeCl3), fazendo 

com que a cascata de coagulação dos camundongos fosse iniciada. Entretanto, 

com a via fibrinolítica prejudicada, esses camundongos eram incapazes de 

desfazer o coágulo, acumulando fibrina e diminuindo, consequentemente o fluxo 

sanguíneo no vaso. De forma análoga à pacientes com AF onde a lesão 

constante é promovida em decorrência da hemólise e hemácias falcizadas 

(Steinberg 2008), o estudo supracitado nos sugere fortemente que o fenótipo 

hipofibrinolítico e o acúmulo de fibrina intravascular possa, em última análise, 

aumentar o risco de desenvolvimento de AVC nos pacientes com AF. 

 Nesse contexto, estudos como o STOP I deixam evidente que o risco de 

AVC é inversamente proporcional ao diâmetro do vaso (Adams 2014), porém, 

nossos dados demonstram que o risco não é exclusivamente associado às 

velocidades, visto que 3% pacientes com DTC normal desenvolveram esta 

manifestação e 14% destes com velocidade normal possuíam o genótipo variante 

para o polimorfismo IVS-14-1046 C>T, destacando que o risco do AVC não é 

completamente compreendido. Além disso, a presença do genótipo TT foi 

associado a um risco 5,8 vezes maior de desenvolvimento do AVC.  

Em uma investigação quanto a possível influência e localização dos 

polimorfismos marcados por esse Tag-SNP, apenas o polimorfismo rs7165285 

C>T (loc: crom15: 60327093) está em uma região anotada como regulatória, 

posicionado em uma região de ligação do fator de transcrição CTCF (do inglês 
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CCCTC-binding factor) (loc.: crom15: 60326842-60327161); enquanto os outros 

SNPs estão em região intrônica não anotada como regulatórias (Aken et al. 2016). 

De acordo com o catálogo de elementos regulatórios do ORegAnno (do ingês, 

Open Regulatory Annotation), o gene ANXA2 é um dos genes regulados por esta 

região (ID do ORegAnno: OREG1378475). 

Estudos voltados ao entendimento das funções regulatórias genéricas do 

CTCF demostram que esse pode estar envolvido na regulação gênica incluindo 

repressão/ativação do promotor, insulador e formação de alças (loops) na 

cromatina (Splinter et al. 2006; Phillips and Corces 2009). Contudo, nosso estudo, 

demonstrou que o polimorfismo IVS-14-1046 C>T na ANXA2 e o desequilíbrio de 

ligação com o rs7165285 não influência no comprometimento de alguma forma na 

ligação do CTCF à região específica do DNA com consequente implicação na 

expressão da ANXA2. Apesar da limitação do número de amostras, nossos dados 

deixam claro que o gene ANXA2 parece estar comprometido de alguma forma, 

ainda não esclarecida, e influenciando a complicação clínica na população 

estudada. Por outro lado, o rs7165285 foi determinado em desequilíbrio com o 

IVS-14-1046 tendo como base a população CEU, no entanto, a população de 

Pernambuco, Brasil, reflete uma população miscigenada com contribuição de 

índios, europeus e africanos, não representada nas análises de desequilíbrio de 

ligação, o que pode afetar no refinamento dos padrões haplotípicos (Manta et al., 

2013; Zaitlen et al., 2017).  

Sebastiani e cols. (Sebastiani et al. 2005) utilizando uma rede de interação 

Bayesiana, onde 1398 pacientes afro-americanos com AF foram analisados para 

108 SNPs em 39 genes candidatos, foi o único trabalho que avaliou a influência 

do polimorfismo IVS-14-1046 C>T no AVC. Demonstrando, assim, que apesar do 

esforço crescente para identificação de marcadores moleculares de risco de AVC, 

nenhum está bem estabelecidos ou tem influência suficiente na prática clínica 

(Belisário et al. 2012). 

Em síntese, a ausência de estudos em pacientes com AF no gene ANXA2 

explorando o papel de possíveis mecanismos de oclusão de vasos associados à 

complicação cerebrovascular, demonstra que trabalhos complementares são 

importantes para definir o seu papel biológico na relação com o AVC. Desta 

forma, a incorporação de marcadores moleculares à estratificação precoce de 

risco para o desenvolvimento de AVC, juntamente ao DTC, deve beneficiar 
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principalmente pacientes com DTC normal, haja vista que o risco de AVC nesses 

pacientes existe, porém, não é possível de ser identificada pelo método usual de 

prevenção.  
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7 CONCLUSÕES 

 

• O polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163836) no gene ANXA2 mostrou-se 

associado com desenvolvimento do AVC isquêmico em pacientes 

pediátricos com AF; 

 

• O genótipo TT para o polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163836), 

apresentou uma maior taxa estimada de AVC em 10 anos quando 

comparados com os genótipos CC e CT; 

 

• O polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163836) não demostrou associação o 

DTC; 

 

• O polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163836) não influencia na expressão 

do gene ANXA2. 
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TABELA SUPLEMENTAR I 

 

Tabela Suplementar I. Lista de SNPs marcados pelo Tag-SNP IVS-14-1046 C>T (rs7163836) 
baseado na população YRI e CEU 

YRI CEU 

rs28508289 rs28508289 

rs12900365 rs12900365 

 rs7165285 

 rs4775261 

 
rs4775260 

 
rs28437402 

 
rs10851677 

 
rs12440018 

 
rs28771688 

 
rs28870083 

 
rs28642929 

 
rs60009618 

 
rs2136554 

 
rs1033028 

 
rs1463329 

 
rs8030787 

 
rs8030804 

 
rs28676840 

 
rs11071522 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs28508289;vdb=variation;vf=8778077
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs28508289;vdb=variation;vf=8778077
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs12900365;vdb=variation;vf=7798368
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs12900365;vdb=variation;vf=7798368
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs7165285;vdb=variation;vf=4074727
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs4775260;vdb=variation;vf=2914930
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs28437402;vdb=variation;vf=8730900
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs10851677;vdb=variation;vf=6066898
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs12440018;vdb=variation;vf=7395247
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs28771688;vdb=variation;vf=8941742
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs28870083;vdb=variation;vf=8982873
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs28642929;vdb=variation;vf=8865716
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs60009618;vdb=variation;vf=11847066
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs2136554;vdb=variation;vf=1527827
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs1033028;vdb=variation;vf=739004
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs1463329;vdb=variation;vf=1012530
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs8030787;vdb=variation;vf=4816852
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs8030804;vdb=variation;vf=4816867
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs28676840;vdb=variation;vf=8888860
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=15:60347529-60348529;v=rs11071522;vdb=variation;vf=6270330
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APÊNDICE A 
 

TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
PARA MENORES DE 12 A 17 ANOS 

(Resolução 466/12) 
 
 Convidamos você (após o consentimento do (a) seu/sua pai/mãe ou 
responsável legal) para participar, como voluntário (a), da pesquisa “Avaliação da 
influência do polimorfismo IVS-14-1046 no gene ANXA2 com o desenvolvimento 
do acidente vascular cerebral em pacientes pediátricos com anemia falciforme”, 
que está sob a responsabilidade da pesquisadora Rayssa Leal Borges de 
Medeiros (Endereço: Rua Professora Anice de Oliveira, 387, Janga, Paulista - PE, 
CEP: 53439-140 Fone: (81) 99512-8668 – e-mail: medeirosrayssa@hotmail.com) 
e sob a orientação do professor Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra ((81) 
99800-8105 - macbezerra@bol.com.br). Também participam desta pesquisa: Dr. 
Aderson da Silva Araújo ((81) 99976-5136 - aderson@hotlink.com.br), Dr. Antônio 
Roberto Lucena de Araújo ((81) 99800-9382 - araujoarl@hotmail.com) e Igor 
Farias Domingos ((81) 99609-5839 - domingos_if@hotmail.com). 
 Após ser esclarecido (a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar 
a fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que 
está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável. Em 
caso de recusa, o (a) Sr. (a) não será penalizado (a) de forma alguma. Você tem 
o direito de retirar o consentimento a qualquer tempo, sem qualquer penalidade. 
 Nós verificamos que a anemia falciforme é uma doença de grande 
incidência que altera os glóbulos vermelhos e que provoca dores, o que pode 
estar interferindo em suas atividades do dia a dia. Não estão previstos benefícios 
diretos para o paciente, entretanto, como benefício indireto, a identificação de 
alterações genéticas na anemia falciforme permitirá a detecção precoce de 
eventos cerebrovasculares, levando a melhoria do serviço prestado e ao aumento 
da qualidade de vida dos pacientes. Dessa forma, gostaríamos que você doasse 
5 ml de sangue, obtidos usando agulhas e seringas descartáveis. O risco por nós 
avaliado para o paciente é que em função da coleta de sangue, pode haver a 
formação de um pequeno hematoma local, além da ocorrência de uma dor leve 
resultante da picada de agulha. 
 As informações desta pesquisa serão confidencias e serão divulgadas 
apenas em eventos ou publicações científicas, não havendo identificação dos 
voluntários, a não ser entre os responsáveis pelo estudo, sendo assegurado o 
sigilo sobre a sua participação. Os dados coletados nesta pesquisa (entrevistas e 
dados laboratoriais) ficarão armazenados em computador pessoal sob a 
responsabilidade do pesquisador responsável, no endereço acima informado, pelo 
período mínimo de 5 anos. 
 Nem o (a) Sr. (a), nem seu/sua pai/mãe ou responsável legal, pagará nada 
para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas para a sua 
participação serão assumidas pelos pesquisadores. Fica também garantida 
indenização em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participação 
na pesquisa, conforme decisão judicial ou extrajudicial. Em caso de dúvidas 
relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, você poderá consultar o Comitê 
de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereço: 
(Avenida da Engenharia s/n – 1º Andar, sala 4 - Cidade Universitária, Recife-PE, 
CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 – e-mail: cepccs@ufpe.br). 
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___________________________________________________ 
(Assinatura do pesquisador) 

 
 

Avaliação da influência do polimorfismo IVS-14-1046 no gene ANXA2 com o 
desenvolvimento do acidente vascular cerebral em pacientes pediátricos com 
anemia falciforme 
 
ASSENTIMENTO DO (A) MENOR PARA A PARTICIPAÇÃO COMO 
VOLUNTÁRIO (A) 
  
Eu, _____________________________________, abaixo assinado, após a 
leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de 
conversar e ter esclarecido as minhas dúvidas com o pesquisador responsável, 
concordo em participar no estudo “Avaliação da influência do polimorfismo IVS-
14-1046 no gene ANXA2 com o desenvolvimento do acidente vascular cerebral 
em pacientes pediátricos com anemia falciforme”, como voluntário (a). Fui 
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, 
os procedimentos nela envolvidos, assim como os possíveis riscos e benefícios 
decorrentes da minha participação. Foi-me garantido que posso retirar o meu 
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade 
para mim ou para meu/minha pai/mãe ou responsável legal. 
 
 
_______________________________________ 
Local e data 
 
 
_______________________________________ 
Assinatura do (a) menor 
 
 
 
Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa 
e aceite do voluntário em participar. 
 

Nome: Nome: 

Assinatura: Assinatura: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Impressão Digital 
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APÊNDICE B 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
RESPONSÁVEIS PELOS MENORES DE 18 ANOS 

(Resolução 466/12) 
 
 Convidamos o (a) seu/sua filho (a) ou menor de idade que está sob sua 
responsabilidade para participar, como voluntário (a), da pesquisa da pesquisa 
“Avaliação da influência do polimorfismo IVS-14-1046 no gene ANXA2 com o 
desenvolvimento do acidente vascular cerebral em pacientes pediátricos com 
anemia falciforme”, que está sob a responsabilidade da pesquisadora Rayssa 
Leal Borges de Medeiros (Endereço: Rua Professora Anice de Oliveira, 387, 
Janga, Paulista - PE, CEP: 53439-140 Fone: (81) 99512-8668 – e-mail: 
medeirosrayssa@hotmail.com) e sob a orientação do professor Dr. Marcos André 
Cavalcanti Bezerra ((81) 99800-8105 - macbezerra@bol.com.br). Também 
participam desta pesquisa: Dr. Aderson da Silva Araújo ((81) 99976-5136 - 
aderson@hotlink.com.br), Dr. Antônio Roberto Lucena de Araújo ((81) 99800-
9382 - araujoarl@hotmail.com) e Igor Farias Domingos ((81) 99609-5839 - 
domingos_if@hotmail.com). 
 Após ser esclarecido (a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar 
que seu/sua filho (a) faça parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final 
deste documento, que está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do 
pesquisador responsável. Em caso de recusa, nem o (a) Sr. (a) ou o (a) seu/sua 
filho (a) serão penalizados (as) de forma alguma. O (A) Sr. (a) tem o direito de 
retirar o consentimento da participação dele (a) a qualquer tempo, sem qualquer 
penalidade. 
 Nós verificamos que a anemia falciforme é uma doença de grande 
incidência que altera os glóbulos vermelhos e que provoca dores, o que pode 
estar interferindo em suas atividades do dia a dia. Não estão previstos benefícios 
diretos para o paciente, entretanto, como benefício indireto, a identificação de 
alterações genéticas na anemia falciforme permitirá a detecção precoce de 
eventos cerebrovasculares, levando a melhoria do serviço prestado e ao aumento 
da qualidade de vida dos pacientes. Dessa forma, gostaríamos que seu/sua filho 
(a) doasse 5 ml de sangue, obtidos usando agulhas e seringas descartáveis. O 
risco por nós avaliado para o paciente é que em função da coleta de sangue, 
pode haver a formação de um pequeno hematoma local, além da ocorrência de 
uma dor leve resultante da picada de agulha. 
 As informações desta pesquisa serão confidencias e serão divulgadas 
apenas em eventos ou publicações científicas, não havendo identificação dos 
voluntários, a não ser entre os responsáveis pelo estudo, sendo assegurado o 
sigilo sobre a sua participação. Os dados coletados nesta pesquisa (entrevistas e 
dados laboratoriais) ficarão armazenados em computador pessoal sob a 
responsabilidade do pesquisador responsável, no endereço acima informado, pelo 
período mínimo de 5 anos. 
 O (a) senhor (a) não pagará nada para o (a) seu/sua filho (a) participar 
desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas para a sua participação 
serão assumidas pelos pesquisadores. Fica também garantida indenização em 
casos de danos, comprovadamente decorrentes da participação na pesquisa, 
conforme decisão judicial ou extrajudicial. Em caso de dúvidas relacionadas aos 
aspectos éticos deste estudo, você poderá consultar o Comitê de Ética em 
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Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereço: (Avenida da 
Engenharia s/n – 1º Andar, sala 4 - Cidade Universitária, Recife-PE, CEP: 50740-
600, Tel.: (81) 2126.8588 – e-mail: cepccs@ufpe.br).   
 
 

___________________________________________________ 
(Assinatura do pesquisador) 

 
Avaliação da influência do polimorfismo IVS-14-1046 no gene ANXA2 com o 
desenvolvimento do acidente vascular cerebral em pacientes pediátricos com 
anemia falciforme 
 
CONSENTIMENTO DO RESPONSÁVEL PARA A PARTICIPAÇÃO DA CRIANÇA 
(OU DO MENOR DE IDADE)  
  
Eu, _____________________________________, CPF_________________, 
abaixo assinado, responsável pelo (a) menor 
_______________________________, após a leitura (ou a escuta da leitura) 
deste documento e ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as 
minhas dúvidas com o pesquisador responsável, autorizo a sua participação no 
estudo “Avaliação da influência do polimorfismo IVS-14-1046 no gene ANXA2 
com o desenvolvimento do acidente vascular cerebral em pacientes pediátricos 
com anemia falciforme”, como voluntário (a). Fui devidamente informado (a) e 
esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, os procedimentos nela 
envolvidos, assim como os possíveis riscos e benefícios decorrentes da 
participação dele (a). Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a 
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade para mim ou para 
meu/minha filho (a). 
 
 
_______________________________________ 
Local e data 
 
 
_______________________________________ 
Assinatura do (a) responsável legal 
 
 
 
 
Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa 
e aceite do voluntário em participar. 
 

Nome: Nome: 

Assinatura: Assinatura: 

 
 
 
 
 
 
 

Impressão Digital 
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