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RESUMO

A anemia falciforme (AF), doenca caracterizada por vaso-oclusdo e hemdlise
cronica, possui 0 acidente vascular cerebral (AVC) isquémico como complicacéo
clinica mais debilitante que acomete principalmente criancas. Diante do
acometimento vascular dessa manifestacdo, o gene ANXA2 parece ser um
modulador promissor tendo em vista a acado de sua proteina na fibrinélise. Assim,
o principal objetivo deste trabalho foi investigar a relagdo do polimorfismo 1VS-14-
1046 C>T (rs7163836) na ANXA2 com o desenvolvimento do AVC isquémico em
pacientes pediatricos com AF. Nesse estudo, 196 pacientes foram incluidos e
agrupados de acordo com a velocidade do fluxo sanguineo cerebral (Doppler
transcraniano, DTC). A frequéncia deste polimorfismo a expressdo génica da
ANXAZ2 foi determinada utilizando a metodologia TagMan®, sendo os achados
associados com a frequéncia de AVC e a influéncia do polimorfismo na expressao
do gene, respectivamente. Com uma taxa estimada de AVC em 10 anos de 15%,
pacientes com genoétipo TT possuem um risco quase 6 vezes maior de
desenvolver AVC (P=0,02). Em contrapartida ndo houve associacdo entre este
polimorfismo e o DTC (P=0,308); contudo, quando pacientes com DTC normal
foram analisados separadamente, observou-se que individuos com gendétipo
variante apresentaram maior frequéncia de AVC (15%; P=0,006). Na anélise do
perfil de expressdo do gene ANXA2, o polimorfismo ndo pareceu desregular os
niveis de ANXA2 nos pacientes (P=0,42). Em resumo, o gendtipo variante (TT) do
polimorfismo IVS-14-1046 C>T no gene ANXA2 esta associado com o
desenvolvimento de AVC nos pacientes pediatricos com AF, porém, ndo parece

influenciar na expressao génica.

Palavras-chave: Acidente vascular cerebral isquémico. Doppler transcraniano.
Polimorfismo. ANXAZ2.



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
ANXAZ2 gene shows up as a promising molecular modulator due of the role of the
protein ANXAZ2 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 TagMan® 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. ANXAZ2.
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1 INTRODUCAO

Anemia falciforme (AF) é wuma doenca monogénica hereditéria
caracterizada por um curso clinico heterogéneo, influenciado ndo apenas por
caracteristicas genéticas inerentes a doenca, mas também por fatores ambientais,
sociais e econdmicos. As manifestacdes clinicas dos pacientes com AF ocorrem
principalmente em resposta a falcizagdo intravascular das hemacias, a hemolise,
e leucocitose, bem como a associacdo entre hemacias falcizadas e outros
componentes do sangue. Em conjunto, esses fatores levam a oclusdo vascular e
eventos relacionados, que em Uultima analise, refletem-se em crises de dor,
Ulceras de perna, priapismo, sindrome torécica aguda, osteonecrose e acidente
vascular cerebral (AVC).

Vérias evidéncias apontam o AVC como a manifestacéo clinica mais grave
na AF, representando cerca de 20% da mortalidade em adultos e criangas.
Atualmente, o Doppler transcraniano (DTC) (método ndo-invasivo que avalia as
velocidades de fluxo sanguineo nas artérias intracranianas), € considerada a
ferramenta clinica de escolha para a estratificacdo prognéstica e prevencgao
primaria do AVC em pacientes com AF. Apesar de sua inegavel importancia, o
programa de triagem utilizando o DTC é restrito as criancas (de dois até 16 anos),
nao estando disponiveis em todos centros de referéncia de paises em
desenvolvimento e com a capacidade de atendimento limitada. Além disso, o DTC
apresenta algumas limitacfes relacionadas a técnica, como sensibilidade limitada
na identificagcdo de individuos com risco de AVC com idade mais avancada
(devido ao espessamento dos 0ssos do cranio).

Existem evidéncias suficientes na literatura que apoiam a ideia de que
variantes genéticas especificas podem contribuir para o desenvolvimento de
doenca cerebrovascular na AF. Varios estudos identificaram associacdo entre
polimorfismo de nucleotideo Unico, SNP, (do inglés, single nucleotide
polymorphism, SNP) e o desenvolvimento de AVC em pacientes com AF. Estes
achados, juntamente com as limitacbes do DTC, ressaltam a importancia de
estudos mais aprofundados sobre a potencial associacdo de variantes genéticas

especificas e o desenvolvimento do AVC pacientes com AF.
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Neste contexto, a investigacdo no gene ANXA2 é promissora na busca de
alteracdes na homeostase vascular de pacientes com AF, devido ao seu papel
indispensavel na via fibrinolitica. Uma vez alterada, essa via perde, em parte, a
sua capacidade de desfazer o coagulo de fibrina intravascular, podendo favorecer

a obstrucao de vasos cerebrais e provocando isquemia e infarto tecidual — o AVC.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme (AF) (homozigoze para hemoglobina (Hb) S) é
considerada a doenca monogénica mais comum no Mundo (Rusanova et al.
2011). No Brasil, estimando-se que de 3 a 6% da populacéo brasileira possua o
alelo variante BS e que 700 a 1000 novos casos sejam diagnosticados todo ano
(Lyra et al. 2005; Bezerra et al. 2007; Cancado and Jesus 2007; Bandeira et al.
2008). Em Pernambuco, um a cada 1400 nascidos vivos possuem a doenca
falciforme (HbS em heterozigose com outra Hb variante) (Cancado and Jesus
2007).

A AF, doenca autossbmica recessiva, € uma hemoglobinopatia causada
por uma mutacdo pontual no gene da globina B (HBB), que promove a
transversdo da adenina pela timina (Steinberg 2008). Essa alteracdo de bases
nitrogenadas provoca a substituicdo do acido glutamico pela valina na 62 posicao
da proteina da cadeia B globinica (HBB; p6 GAG-GTG; glu6—val6; rs334),
levando a formacdo de uma hemoglobina variante (HbS) que, dependendo do
padrdo de heranca 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 concentracdes de
hemoglobina fetal (HbF), a HbS interage hidrofobicamente com outras moléculas
de HbS formando polimeros que se depositam na membrana das hemacias,
alterando sua forma de disco bicbncavo para um formato semelhante a uma foice
(hemécia falcizada ou falciforme) (Figura 1) (Stuart and Nagel 2004).

A deformacao dos eritrécitos altera a funcionalidade da bomba de Na*/K*,
com a perda de potassio e agua, tornando os eritrécitos mais densos e
favorecendo o aumento de polimeros de HbS intracelular (Gibson and Ellory
2002). O acumulo de polimeros de HbS dentro do eritrécito danifica a membrana
celular constantemente e favorece a hemdlise intravascular. Além disso, 0
processo de falcizacado das hemacias altera as propriedades fisicas da membrana
plasmatica, resultando em uma diminuicdo de sua flexibilidade e aumento

consideravel da taxa de adesdo dessas células ao endotélio vascular
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(principalmente na microcirculagdo) acarretando o processo de vaso-oclusao
(Steinberg 2008).

Figura 1 - Fisiopatologia da anemia falciforme. Mutacdo na 62 posicdo da proteina da globina ,
levando a formacgdo de uma hemoglobina variante, a HbS, que em baixas tensdes de oxigénio,
polimeriza-se. O polimero de HbS danifica o eritrécito, diminuindo sua vida util (hemdlise) e
diminuindo a biodisponibilidade do 6xido nitrico. As hemécias falcizadas também promovem a
vaso-ocluséo
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Fonte: Steinberg (2008)

A ocorréncia desses dois eventos (hemdlise intravascular e processos
vaso-oclusivos) tem um papel determinante no desenvolvimento dos principais
sinais e sintomas clinicos dos pacientes com AF. Porém, as manifestacfes
clinicas podem variar significativamente de um individuo para outro; desde
pacientes sem muitas intercorréncias clinicas agueles com mdltiplos eventos; tais
como crises vaso-oclusivas, sequestro esplénico, ulceras de membros inferiores,
sindrome toracica aguda (STA), necrose asseptica de fémur e/ou Umero,
insuficiéncia renal crbnica, priapismo, retinopatia, acidente vascular cerebral
(Ballas and Mohandas 1996; Archer et al. 2015). Varios estudos suportam a ideia
de que a modulacdo fenotipica dessas manifestacdes clinicas entre individuos
com AF esteja intimamente relacionada com fatores genéticos especificos
(Martinez-Castaldi et al. 2007; Taylor et al. 2009; Flanagan et al. 2011)
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O haplétipo do gene da globina BS, a co-heranca com a-talassemia , niveis
elevados de Hb fetal (HbF) e a persisténcia hereditaria da HbF (PHHF) foram
relacionados como moduladores genéticos que influenciam no fenétipo de
individuos com AF (Higgs et al. 1982; el-Hazmi et al. 1999; Sheehan et al. 2013;
Domingos et al. 2014). Os haplétipos BS apresentam correlacdo com os niveis de
HbF presentes nesses pacientes, uma vez que a HbF nado participa do polimero
com a HbS; fato este que favorece bom curso clinico dos pacientes com altos
niveis de HbF ou com PHHF (Steinberg 2008; Mahmoud et al. 2015). Dentre os
cinco haplotipos existentes (CAR, BEN, SAU, CAM e SEN) aquele com menores
niveis de HbF (CAR) cursam com clinica mais grave comparados aqueles com
niveis intermediarios e/ou altos, ou ndo-CAR, (BEN, SAU, CAM e SEN) (Alsultan
et al. 2011). A co-heranca da a-talassemia com a AF promove redugédo de Hb
intracelular, incluindo a HbS, levando a uma menor polimerizacdo e consequente
menor taxa de hemolise (de Ceulaer et al. 1983). Essa reducdo na hemolise faz
com que 0s pacientes cursem com menos complicacbes de carater hemolitico
(Kato et al. 2007; Domingos et al. 2014).

2.1.1 Hemodlise

Enquanto que a mutacdo genética responsavel pela AF (6 GAG-GTG;
glub—val6; rs334) € conhecida e bem estabelecida, o0s mecanismos
fisiopatolégicos responsaveis pela variacdo fenotipica entre os pacientes ainda
nao foram completamente elucidados (Ingram 1957; Connes et al. 2016). Apesar
de os eventos hemoliticos e vaso-oclusivos frequentemente se sobreporem, o
fendtipo hemolitico intravascular na AF, caracterizado pela alta taxa de hemdlise
(rompimento) das hemacias, promove uma disfuncdo na homeostase tanto na
microcirculacdo como também na macrocirculagdo desses pacientes (Kato et al.
2007; Connes et al. 2016).

Como consequéncia da hemolise intravascular, ocorre a liberagdo do
conteudo eritréide para o plasma, especialmente Hb, que devido a cronicidade
hemolitica da doenca, promove a saturacdo de sua proteina ligante, a
haptoglobina (Kato et al. 2007; Steinberg 2008). Uma vez livre na circulagéo, as

moléculas de Hbs que n&o se ligaram as moléculas de haptoglobinas reagem
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rapidamente com o o6xido nitrico (NO) promovendo uma diminuicdo de sua
biodisponibilidade (Reiter et al. 2002). A reacdo entre a Hb e o NO limita a
difusdo do NO do endotélio para o musculo liso, inibindo a vasodilatagéo (Pohl
and Lamontagne 1991). Além disso, a hemacia lisada libera arginase, que por sua
vez reduz a disponibilidade da L-arginina, principal substrato para a sintese de
NO, sendo este outro mecanismo de diminuigdo de NO na circulagao (Morris et al.
2005).

A baixa concentracdo de NO, por sua vez, promove a ativacdo e
agregacdo de plaquetas e ativacdo da expressdo de moléculas de adesdo em
células endoteliais (Minneci et al. 2005). Em resumo, alteragBes bioldgicas no
ciclo do NO parecem estar envolvidas no desenvolvimento doengas
cerebrovasculares, como a vasculopatia cerebral, infarto silencioso e acidente
vascular isquémico (Figura 2) (Bernaudin et al. 2008; DeBaun et al. 2012; Connes
et al. 2013).

Figura 2 - Modelo de sobreposicdo de sub-fenétipos da AF. Sugere-se que um conjunto de
complicagBes hemolitico-endoteliais estejam associadas a baixas concentragbes de Hb e altos
niveis de marcadores de hemodlise (LDH, reticulécitos) e que estes possam influenciar no
desenvolvimento de Ulceras maleolares, priapismo, hipertensdo pulmonar e talvez no AVC-nao
hemorragico

Vaso-oclusao - Viscosidade
Falcizagao do Eritrocito

Niveis de Hb
Crises vaso-oclusivas
Sindrome toracica aguda

Osteonecrose
LDH

Contagem de Reticulocitos

Hb e arginase no plasma ]

Hipertensao pulmonar, Priapismo, Ulcera maleolar
AVC?

Disfungao Hemolitico-Endotelial
Vasculopatia Proliferativa

Fonte: Kato et al.(2007)

2.2 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL
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De todas as manifestacdes clinicas observadas em pacientes com AF, o
acidente vascular cerebral (AVC) representava, anteriormente as condutas de
prevencao, 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 isquémico e hemorragico acometem pacientes com AF,
estudos de 1970 a 2010 apontaram o isquémico como o tipo de AVC mais
prevalente em criangas e adultos com AF (aproximadamente 75% dos casos)
(Wood 1978; Powars et al. 1978; Strouse et al. 2011).

O AVC isquémico € comumente descrito como um evento neuroldgico
agudo, secundéario a estenose e oclusdo de artérias cerebrais, resultando em
isquemia tecidual e levando a manifestacdo de sinais e sintomas neurologicos por
pelo menos 24 horas (Ohene-Frempong et al. 1998). Em pacientes com AF, o
AVC isquémico ocorre geralmente nas grandes artérias do poligono de Willis,
onde as artérias cerebrais meédias, cerebrais anteriores e carétida interna estdo
frequentemente associadas a esse desfecho (Stockman et al. 1972; Switzer et al.
2006).

Criancas com AF possuem um risco 300 vezes maior de desenvolver um
AVC, fazendo da AF a causa mais comum de AVC na infancia (Hoppe et al.
2007). Isoladamente, o AVC é responsavel por 20% dos 6bitos de criancas com
AF entre 5-10 anos; adicionalmente, 70% dessas criancas 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 forca, convulsdo, disturbios visuais (Ohene-
Frempong 1991; Connes et al. 2013). Entretanto, apenas caracteristicas fisico-
motoras ndo sdo suficientes para a conclusdo do diagnostico de AVC. Alguns
distarbios neuroldgicos como Paralisia de Bell (paralisia facial periférica) e a
Sindrome da Encefalopatia Posterior Reversivel (PRES) por apresentarem
caracteristicas semelhantes, podem levar ao diagndstico equivocado (Mayhew
and Carhart 2015; Solh et al. 2016). Para que a hipGtese diagndstica seja
confirmada € necessario que exames de imagem intracraniana como a
ressonancia magnética nuclear (RMN) ou tomografia computadorizada (TC),

sejam realizados (Connes et al. 2013).
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Apesar de o AVC isquémico possuir alta prevaléncia, principalmente entre
criancas com AF, pouco se sabe ainda sobre o mecanismo fisiopatologico de seu
desenvolvimento (Switzer et al. 2006; Ware et al. 2017). Alguns fatores séo
apontados como moduladores do risco para o desenvolvimento do AVC
isquémico nos pacientes com AF: historico de ataque isquémico transitorio, baixos
niveis de hemoglobina basal (geralmente inferiores a 7 g/dL), episédios de STA e
comprometimento do débito cardiaco (Ohene-Frempong et al. 1998). Com relagéo
aos pacientes adultos, cuidados adicionais devem ser levados em consideracao
guanto ao risco para o desenvolvimento de AVC, tais como: perfil lipidico, diabete

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

2.3 DOPPLER TRANSCRANIANO

Em 1998, Adams e cols. (Adams et al. 1998a) propuseram, através do
STOP (do inglés, Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia, STOP trial), a
utilizacdo do Doppler Transcraniano (DTC) como ferramenta de triagem e
estratificacdo clinica para a prevencao primaria ao AVC em criancas, sendo
possivel a identificacdo de pacientes com risco elevado para o desenvolvimento
desta manifestacdo. Esta triagem consiste de um exame por ultrassonografia ndo
invasivo, indolor e de baixo custo, capaz de estimar a média da velocidade
maxima de fluxo (VMMF) sanguineo nas artérias intracranianas do poligono de
Willis (Aaslid et al. 1982; Adams et al. 1998a).

Areas de estenose sdo identificadas no DTC pelo aumento do fluxo
sanguineo, resultante do estreitamento dos vasos, uma vez que a velocidade é
diretamente proporcional a velocidade cerebral sanguinea e indiretamente
proporcional ao diametro do vaso (Adams 2014). O acesso a essas artérias €
obtido por meio de um transdutor em uma regido craniana de baixa densidade
0ssea ou em um forame 0sseo. A via mais usual é a ultrassonogréafica temporal
gue esta localizada acima do arco zigomatico e anterior a orelha (janela acustica)
(Figura 3) (Aaslid et al. 1982). E possivel, por essa via, avaliar a VMMF das
artérias: cerebral média, bifurcacdo da artéria cardtida interna, carotida 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 area 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 sanguineo cerebral maior que pessoas
sem a doenca, devido a anemia (Herold et al. 1986; Prohovnik et al. 1989; Hurlet-
Jensen et al. 1994). Porém, ndo existe diferenca do consumo médio de oxigénio
comparativamente entre o grupo de individuos com e sem AF, sugerindo que o
aumento de fluxo sanguineo se torna um mecanismo compensatorio (Herold et al.
1986).

Pacientes submetidos a este exame podem ser classificados em trés
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 avaliacdes seguidas e
independentes, as VMMF séo iguais ou superiores a 200 cm/s. Em pacientes que
nao sao obtidas as velocidades nas artérias cerebrais médias e nas bifurcacdes, e
o0 exame nao for de boa qualidade, o DTC é considerado inadequado (Adams et
al. 1998a).

E importante destacar que a avaliagdo do DTC é mais efetiva quando
realizada em individuos até os 16 anos, devido a presenca de 0Ss0S cranianos
mais finos e janelas acusticas maiores (Adams et al. 1998a). Por limitacdo

técnica, aproximadamente 5% das criancas apresentam DTC inadequado, por



26

nao se conseguir mensurar o fluxo sanguineo nas principais artérias (Adams
2004; Hoppe 2005).

Com base nesta classificagdo, os pacientes alocados no grupo normal,
passam por avaliacdo 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) criangas 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 ndo é absoluto, visto que pacientes que
apresentam DTC em faixa condicionante também apresentam um elevado risco
de desenvolver AVC e cerca de 19% das criancas com DTC normal também
podem vir a desenvolver AVC (Adams et al. 1992; Adams et al. 1997; Adams
2004). Com base nessa classificagdo, os pacientes podem submetidos a
esquemas profilaticos de transfusfes periddicas e/ou protocolos terapéuticos.

2.4 PREVENCAO

2.4.1 Transfusao

A transfusdo periédica e continua, com intervalos de 21 a 28 dias, é
utilizada nos pacientes com AF (com o objetivo de evitar complicacbes
cerebrovasculares) tanto como profilaxia primaria ao AVC quanto para reduzir a
ocorréncia de um novo evento (Mack and Thompson 2016).

Dessa forma, a identificacdo de altas velocidades através do DTC tornou-
se clinicamente importante para que houvesse a chance de oferecer a prevencao
em criangas com alto risco (Adams et al. 1992; Adams et al. 1997; Adams et al.
1998b; Enninful-Eghan et al. 2010). Sabe-se que em criangas 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 ja tiveram AVC, o risco de recorréncia do
evento € 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 reducdo da concentracdo da HbS durante as
transfusdes para 30% ou menos, do total da concentracdo de Hb, reduz em 70%
0 risco do AVC (Mack and Thompson 2016). Indispensavel a pacientes com
complicacBes 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 ndo recebem o tratamento (Pegelow et al.
1995; Adams et al. 1998b).

Os mecanismos pelos quais a transfusdo regular previne o AVC nao sao
bem conhecidos, porém a reducédo da HbS ou o aumento da concentracédo total
de Hb, ou ambos, podem trazer efeitos benéficos para os pacientes uma vez que
antagoniza os efeitos hemoliticos da doenca (Bunn 1997; Adams et al. 1998b).
Além disso, a hiperemia nos vasos intracranianos, relacionada ao grau de anemia
do paciente, é reduzida pela transfusédo e é possivelmente um dos mecanismos
de reducé&o do risco de AVC (Venketasubramanian et al. 1994).

Uma vez que a transfusdo néo pode ser descontinuada nesses pacientes,
0s riscos a longo prazo relacionados a transfusdo, como sobrecarga de ferro e
aloimunizacdo, sdo possiveis de manejar, uma vez que a gravidade e sequelas
causadas pelo AVC nao 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, € um agente citostéatico leve
utilizada em doencas onco-hematoldgicas, e seu uso foi aprovado no Brasil como
tratamento da AF ha 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 maxima
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
Saude (Brasil, 2012).

A administracdo da HU em pacientes com anemia falciforme possui
multiplos beneficios, que incluem: indugdo da sintese de HbF, com concomitante

aumento na concentracdo de Hb total e reducdo da taxa de hemdlise (Wyszynski
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et al. 2004; Kato et al. 2007). A HU também reduz os numeros de leucécitos
circulantes e a expressao de moléculas de adesao, que contribuem para a vaso-
oclusdo com efeito aditivo no aumento da biodisponibilidade do NO (Benkerrou et
al. 2002). De modo geral, a HU reduz a frequéncia de crises vaso-oclusivas, a
necessidade transfusional e as hospitalizacdes 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 temporarios, como leucopenia e
plaquetopenia, que poderiam predispor 0s pacientes a infeccdes e sangramentos,
o risco do uso da HU em pacientes falciformes é aceitdvel quando comparado
com o risco de pacientes falciformes néo tratados (Brawley et al. 2008). Ware e
cols. (Ware et al. 2012) desenvolveram um estudo (do inglés, Stroke With
Transfusions Changing to Hydroxyurea, SWiTCH) em que a HU foi substituida
pelo regime de hipertransfusdo em pacientes com AF e com AVC prévio e que ja
tinham passado por, no minimo, 18 meses de tratamento.

Apesar de inconclusiva a eficacia do uso da HU na prevencédo de um novo
AVC, devido ao término precoce do estudo, os dados mostraram que 10% dos
pacientes tiveram recorréncia de AVC (6 casos/100 pacientes/ano) frente a
nenhum caso de recorréncia nos pacientes com tratamento padréo (transfuséo)
(Ware et al. 2012). Comparativamente, essa taxa é maior que um estudo
retrospectivo com criancas que receberam transfusédo de forma continua (2.2 por
100 pacientes/ ano), porém menor que 70% de recorréncia em pacientes que
descontinuaram a transfusdo e n&o receberam nenhum tipo de tratamento
secundario (Wilimas et al. 1980; Scothorn et al. 2002).

2.5 PANORAMA GENOMICO E PERSPECTIVAS MOLECULARES PARA
PREVENCAO DO AVC EM PACIENTES COM AF

Existem evidéncias suficientes na literatura para apoiar a ideia de que
variantes genéticas especificas podem contribuir para o desenvolvimento de
doenca 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 irmados com AF demonstrou que, quando um
deles apresenta altas velocidades do fluxo sanguineo cerebral avaliada pelo DTC,
a probabilidade de o segundo irmdo apresentar o mesmo quadro é maior,
demonstrando que ha um componente genético envolvido no aumento da
velocidade do fluxo sanguineo, e consequentemente, desenvolvimento de AVC
(Kwiatkowski et al. 2003)

Estes achados, juntamente com as limitagées técnicas do DTC, ressaltam
a importancia de estudos mais aprofundados sobre a potencial associacdo de
variantes genéticas especificas e o desenvolvimento do AVC, fato que poderia
ajudar a definir mutacdes relacionadas a prevencdo 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 (ANXAZ2), proteina de 36 kDa membro da superfamilia de
proteinas ligantes de fosfolipidios dependentes de calcio, é codificada pelo gene
ANXAZ2 localizado no brago longo do cromossomo 15 (15¢g22.2) (Moss and
Morgan 2004). Expressa em células endoteliais, mondcitos e macréfagos, € uma
proteina multifuncional envolvida na sinalizacao da traducéo, proliferacéo celular e
na interacdo membrana-citoesqueleto além de importante papel na geracdo de
plasmina na superficie 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 exerca seu papel na
fibrindlise, é fosforilada na tirosina da posicdo 24, no qual contribui com a
formacdo de um complexo com a proteina S10010A (também conhecida como
pll), sendo entdo o complexo translocado para o exterior da membrana celular,
onde se instala e atua na via fibrinolitica (Derbyshire et al. 2005; Flood and Hajjar
2011).

Além do importante papel da ANXA2 como ancoradoura da S10010A na
superficie celular, ela também atua protegendo a S10010A do processo de



30

ubiquitinizacdo que poderia acometer a mesma quando ela estivesse exposta na

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

2.6.1 Papel da anexina A2 na fibrinélise

ApOs agressbes ao endotélio vascular, decorrente da falcizacdo das
hemécias, as células endoteliais expressam o fator tecidual e iniciam a cascata de
coagulacdo que resulta na ativacdo da trombina e posterior deposicdo de
coagulos de fibrina (Solovey et al. 1998; Madureira et al. 2011). Ao mesmo tempo,
as vias anticoagulantes e fibrinoliticas sé@o ativadas para evitar a disseminacao da
coagulacdo e também para limitar o acumulo de fibrina (Tanaka et al. 2009; Ait-
Oufella et al. 2010). As células endoteliais também promovem a dissolucdo do
codagulo (fibrindlise), onde o zimégeno plasminogénio € ativado em plasmina pelo
ativador do plasminogénio tipo-tecidual (tPA) e pelo ativador do plasminogénio
tipo-uroquinase (UPA) (Madureira et al. 2011).

A ANXA2 faz parte do complexo anexina A2 heterotretamero (Allt), um
importante receptor do plasminogénio na superficie das células endoteliais
(Madureira et al. 2011). O Allt é composto por duas moléculas de ANXA2, que
ficam em contato com a membrana da célula, unidas por um dimero da proteina
S100A10 pela regido N-terminal (Waisman 1995; Lambert et al. 1997; Gerke and
Moss 2002). A S100A10 possui um residuo de lisina no regidao C-terminal, na qual
forma um sitio de ligacdo para o tPA e plasminogénio, favorecendo o inicio da
cascata fibrinolitica (Figura 4) (Kassam et al. 1998; MacLeod et al. 2003).

Figura 4 - Representacdo esquematica do complexo Allt na superficie de células endoteliais. E
composto por duas moléculas de ANXA2 (em roxo) e duas moléculas da S10010A (em verde). A

letra K, demonstra o sitio de ligacéo para o plasminogénio e o tPA

@,

Fonte: Madureira et al. (2013) - (Adaptada).
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A enzima uPA, nédo se liga ao complexo Allt, 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 ativacdo do plasminogénio, sendo esta uma reacao
duplo reciproca e ciclica (Stephens et al. 1989).

A cascata fibrinolitica inicia ap0s o0 processo de protedlise do
plasminogénio em plasmina, que atua rompendo as liga¢cdes cruzadas entre as
moléculas de fibrinas, desfazendo o coagulo formado e gerando os produtos de
degradacdo de fibrina (PDFs) e D-dimeros (Hajjar 2003; Ling et al. 2004).

Estudos tem mostrado que ratos nocaute para o gene ANXA2 (ANXA27),
apresentam acumulo de fibrina no interior dos vasos (Ling et al. 2004). Porém, é
importante destacar que ANXA2 atua no transporte, acomodacao e estabilizacao
da S10010A, que € a subunidade de fato, responsavel pela ligacao e ativacdo do
plasminogénio. (Madureira et al. 2011; Bharadwaj et al. 2013). Deste modo, é
bem estabelecido que baixas concentracdes de ANXA2 resultam na deplecéo da
S100A10 na superficie celular, culminando em interrupcdo da via fibrinolitica
(Surette et al. 2011).

Assim, estudos demonstraram que camundongos nocaute para o0 gene
S100A10 também acumulavam fibrina, ndo sendo, contudo, resultado de
hipercoagulacdo, uma vez que os testes de coagulacdo eram semelhantes aos
camundongos selvagens (Surette et al. 2011).

Dessa forma, a ANXA2 responsavel por regular a homeostase fibrinolitica
inclusive na macrocirculacdo, possibilita a teoria de comprometimento dessa via,
visto que, pacientes com AF e com alteracao cerebrovascular (DTC alterado e
AVC) possuem frequentemente estenose nas grandes artérias intracranianas
(Ling et al. 2004; Helton et al. 2014).

2.6.2 Polimorfismo 1VS-14-1046 no gene ANXA2
Previamente estudado e relacionado com o desenvolvimento do AVC por

Sebastiani e cols. (Sebastiani et al. 2005), o polimorfismo 1VS-14-1046

(rs7163836) (do inglés, intronic variation sequence) localizado no intron 14 e na
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posicdo 1046, € o Tag-SNP (Stram 2004) com maior cobertura de SNPs (19
SNPs (Tabela Suplementar I) e com MAF (do inglés, 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 relacdo do polimorfismo 1VS-14-1046 C>T (rs7163836) no
gene ANXA2 com o desenvolvimento do acidente vascular cerebral isquémico em

pacientes com anemia falciforme.

3.2 Objetivos especificos

a) Determinar a frequéncia alélica e genotipica do SNP 1VS-14-1046
C>T (rs7163836) do gene ANXAZ2;

b) Investigar a associacdo do polimorfismo [VS-14-1046 C>T
(rs7163836) com o desenvolvimento do acidente vascular cerebral
iIsquémico;

c) Determinar os niveis de expressao do gene ANXA2 em pacientes
pediatricos com anemia falciforme e associar esses achados com o
polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163836).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

O estudo foi do tipo corte transversal retrospectivo analitico realizado no
periodo de maio/2015 a dezembro/2016. Apéds a analise de 257 prontuarios de
pacientes pediatricos portadores de AF de Pernambuco, foram incluidos, de
acordo com os resultados do DTC, 196 pacientes sem parentesco entre si,
acompanhados no ambulatério 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 maxima de fluxo sanguineo <
170 cm/s;

o Condicionante: Pacientes com média da velocidade méxima de fluxo
sanguineo entre 170 — 199 cm/s;

o Alto Risco: Pacientes com média da velocidade maxima de fluxo sanguineo
=200 cm/s.

Os prontuarios dos pacientes inseridos no estudo foram avaliados para
documentacdo dos dados clinicos e laboratoriais. Todos 0s pacientes realizaram
ressonancia magnética nuclear e/ou tomografia computadorizada, tanto para
confirmar a hipotese diagnéstica do AVC quanto para descartar lesdes
neurolégicas secundarias nos que ndo desenvolveram a manifestacao.

A cada convocacéo por telefone ou durante as visitas de rotina, cerca de 5
mL de sangue periférico foram coletados em tubos a vacuo contendo EDTA como
anticoagulante e conduzido para o laboratério de Hemoglobinopatias da Unidade
de Laboratorios Especializados (UNILABE-HEMOPE) e Setor de Hematologia do
Laboratério Central (LabCen) do Centro de Biociéncias da Universidade Federal
de Pernambuco para a realizacédo de testes moleculares.

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do Centro de Ciéncias da Saude/UFPE (N° do parecer: 413.574) (Anexo |). Apos
a aprovacado, foi desenvolvido obedecendo integralmente os principios éticos
estabelecidos na resolugédo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS). A
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Fundacdo HEMOPE, foi incluida como co-instituicdo pela obtencdo das amostras
e informacao através de prontuarios acerca dos pacientes.

Todos os pacientes envolvidos, ou 0s seus responsaveis, foram orientados
sobre a proposta do projeto e assinaram, quando em concordancia, o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndices A e B) previamente aprovado pelo
CEP.

4.2 CARACTERISTICAS LABORATORIAIS

Baseado nas ideias de Lettre e cols. (Lettre et al. 2008) acerca da exclusao
do estudo de pacientes menores de cinco anos devido aos niveis de HbF ainda
nao estarem estaveis nessa idade, indices hematoldgicos (contagem de
hemacias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio, hemoglobina,
corpuscular média, HbF, plaguetas e reticuldcitos) e indices bioquimicos (lactato
desidrogenase, bilirrubina direta, bilirrubina indireta e bilirrubina total), usualmente
utilizados em trabalhos com pacientes com AF, ndo foram incluidos nas analises
estatisticas deste trabalho. Apenas a Hb basal (Hb média de cada paciente) foi
levada em consideracao.

Além disso, para tais exames acima dos cinco anos € necessario que 0s
pacientes ndo estejam em uso de HU, fato este ndo usual nos pacientes
pediatricos com AF do HEMOPE.

4.3 ANALISE MOLECULAR

4.3.1 Extracdo do DNA Gendmico para Genotipagem

Para a analise do polimorfismo foi realizada a extracdo de DNA gendémico a
partir de leucdcitos, obtidos de amostras de sague periférico, pela técnica de
fenol-cloroférmio modificado (Davis et al., 1986).

4.3.2 Genotipagem do Polimorfismo 1VS-14-1046
O Tag-SNP [1VS-14-1046 C>T (rs7163836) (MAF global: 0,47) foi
selecionado atraves do Ensembl (ensembl.org) que se baseia no banco de dados



36

do 1000 Genomes e utilizou-se a populacdo YRI e CEU para definir os
polimorfismos em desequilibrio de ligacdo (Suplementar I).

A deteccdo do polimorfismo foi realizada por PCR em tempo real (QPCR)
por discriminacdo alélica utilizando o sistema TagMan®, que consiste de sondas
marcadas com fluorocromos desenhadas especificamente para serem
complementares a cadeia de oligonucleotideos. As sondas utilizadas no estudo
foram VIC (yellow) e FAM (green) e o primer utilizado para pesquisa do
polimorfismo esta disponivel para o uso em pesquisa de carater cientifico no site
https://products.appliedbiosystems.com — ID: C 9036149 10. Para realizacao
desta técnica foi utilizado o aparelho Rotor Gene 6000TM (Corbett Research,
Australia). As condi¢des da reacao encontram-se na tabela 1.

Tabela 1 - Protocolo padréo de condi¢éo de reacdo da TagMan® para amplificacéo por gPCR.

40 Ciclos
Hold
Desnaturagao Hibridizac&éo/ Extensao
Tempo 10 minutos 15 segundos 1 minuto
Temperatura 95 °C 92 °C 60 °C

Fonte: Medeiros (2017)

4.3.3 Extracdo de mRNA para expressao génica

Para a analise de expressdao génica da ANXA2, amostras de 4 mL de
sangue periférico de pacientes com AF foram coletados e utilizados para o
isolamento do mMRNA dos leucécitos através do reagente TRIzol®, seguindo as
instrugdes do fabricante.

A andlise de integridade das amostras foi realizada em gel de eletroforese
a 1% e foram quantificadas por espectrofotometria (NanoDrop® 2000, Thermo
Fisher Scientific, USA) com razdo de absorbancia 260/280 proximo de 2,0.

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

4.3.4 Sintese de cDNA e expressao génica da ANXA2
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Para a sintese de DNA complementar (cDNA) foi utilizado o kit de
transcricdo reversa High-Capacity (Applied Biosystems, USA), seguindo as
recomendagdes do fabricante, onde 1 pg de RNA total foram utilizados a cada 10
uL de reacéo.

Sondas de hidrdlise (TagMan®) para o gene ANXA2 (Hs00743063_s1) e
gene de referéncia (Gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase, @ GAPDH)
(Hs0278664 _g1) foram utilizadas. Realizadas em duplicatas técnicas, as reacdes
foram executadas em placas de 96 pocos da SSI (Scientific Specialties
Incorporated, USA) livres de DNAse, DNA e inibidores de PCR, seladas com
adesivos da mesma marca.

O ensaio de expressao génica foi realizado por gPCR quantitativo no
equipamento AriaMx (Agilent Technologies, USA) com condicbes de reacédo

demonstradas na tabela 2.

Tabela 2 - Protocolo padrdo de condicdo de rea¢do de sondas de hidrélise (TagMan®) para a reacéo
de expressao génica.

UDG (DNA) Hot Start Amplificagdo
1 Ciclo 1 Ciclo 40 Ciclos
Tempo 2 minutos 10 minutos 15 segundos 1 minuto
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C

Fonte: Medeiros (2017)

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas clinicas e caracteristica laboratorial dos pacientes foram
mostradas descritivamente. O teste Chi-quadrado ou exato de Fisher (quando
aplicavel) foi utilizado para comparacfes entre variaveis categoricas e o Kruskal-
Wallis foi utilizada para comparacdes entre as variaveis continuas. O risco para o
desenvolvimento da manifestagéo (AVC) foi avaliado a partir da analise das datas
de desenvolvimento desta complicacdo, em relacdo a data de admissao ao
servico de referéncia. Curvas de incidéncia (1- Kaplan-Meier) foram construidas
refletindo o tempo para o desenvolvimento das complicacbes com o teste de log-

rank utilizado para a comparagdo das curvas (Kim 2007). Os resultados da
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expressdo génica foram calculados por meio do método comparativo de 2-24Cq,
como descrito por Pfaffl (Pfaffl 2001).Todos os valores de P foram ajustados para
os dois lados com nivel de significancia a 0,05. As andlises foram realizadas
utilizando o software SPSS Statistics 19.0 e Stata Statistic/Data Analysis versao
12 (Stata Corporation, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 DESCRICAO DA COORTE

Com um segmento médio de 12,5 anos (Intervalo de confianca (IC) 95%:
12,2 a 12,8 anos), a taxa de desenvolvimento de AVC no grupo pediatrico com AF
foi 4,1% (8 pacientes) com mediana de 7 anos (1,5 — 9,2). De acordo os
resultados da velocidade de fluxo sanguineo cerebral avaliado pelo DTC e
seguindo os critérios de classificacdo 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 recorréncia 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 ndo detectada pelo exame devido a limitacao técnica, 6 pacientes; 2,3%) ou
inconclusivo (isto €, resultados de DTC que nao puderam ser interpretados, 5

pacientes; 1,9%) foram excluidos da analise.

5.2 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DO POLIMORFISMO IVS-14-
1046 C>T (RS7163836)

A pesquisa do polimorfismo 1VS-14-1046 C>T foi possivel ser realizada em
amostras de DNA gendmico de 182 pacientes (93%); os 7% pacientes nao
incluidos néo foi possivel obter as amostras de sangue para a extracdo de DNA.
As populacbes estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Na populacéo
estudada a frequéncia alélica estimada do alelo C foi de 0,541 e do alelo T é de
0,459. Com relacdo a genotipagem, 50 pacientes (28%) apresentaram genotipo
selvagem (CC), 97 pacientes (53%) apresentaram genotipo heterozigoto (CT) e

35 pacientes (19%) apresentaram genotipo homozigoto variante (TT).
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Para as analises de associacdo, foram aplicados os modelos de heranca
genética recessivo, dominante e codominante para ambos os polimorfismos.
Contudo, como o modelo dominante para o polimorfismo 1VS-14-1046 C>T foi o
gue melhor representou nossos resultados, este modelo foi aplicado nas analises

de associacao subsequentes.

5.3 ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO IVS-14-1046 C>T E
CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES COM AF

A Tabela 3 resume as principais caracteristicas clinicas dos pacientes
pediatricos com AF de acordo com o polimorfismo IVS-14-1046 C>T no gene
ANXA2. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre o polimorfismo
estudado com o aumento da velocidade do fluxo sanguineo 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 genétipo homozigoto variante

(TT) apresentaram uma maior frequéncia de AVC (14%; P = 0,006).



Tabela 3. Caracteristicas clinicas de pacientes pediatricos com AF de acordo com o polimorfismo IVS-14-1046 C>T no gene
ANXA2.

Variaveis Todos pacientes Polimorfismo IVS-14-1046 C>T
(n = 196) no gene ANXA2 (n = 182) P-valor !
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
Haplotipo 0,994
CAR/CAR 104 60 30 60 53 60 20 59
ndo-CAR/CAR 70 40 20 40 36 40 14 41
N&o determinado 22 - - - 8 - 1 -
Delegdo a37 0,321
Normal 80 80 19 73 47 85,5 14 74
Mutado 20 20 7 27 8 14,5 5 26
N&o determinado 96 - 24 - 42 - 16 -

1: Valores néo determinados foram excluidos dos célculos estatisticos. Fonte: Medeiros (2017)

Tabela 4. Frequéncia observada do SNP, de acordo com o modelo codominante, em pacientes pediatricos com AF e de
acordo com o resultado do DTC.

Classificacéo P-valor !
Normal n (%) Condicionante, n (%) Alto Risco, n (%)
IVS-14-1046 CcC 35 (28,5%) 9 (23%) 6 (30%) 0,308
CcoT CT 67 (54,5%) 23 (59%) 7 (35%)
TT 21 (17%) 7 (18%) 7 (35%)
Né&o determinado 14 - -
Total 137 39 20 182

1: Valores n&o determinados foram excluidos dos célculos estatisticos. Fonte: Medeiros (2017)
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N&o houve associacdo entre a frequéncia alélica e o desenvolvimento de
AVC (P=0,0604), entretanto, pacientes com alelo T apresentaram maior

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

5.4 DESFECHO CLINICO DOS PACIENTES COM AF DE ACORDO COM O
POLIMORFISMO IVS-14-1046 C>T NO GENE ANXAZ2

Pacientes com o0 gendtipo homozigoto variante (TT) para o polimorfismo
IVS-14-1046 C>T apresentaram um segmento mediano de 7 anos (variagdo: 1 —
13), enquanto que os pacientes com genaotipo heterozigoto (CT) apresentaram um
segmento mediano 8 anos (variagdo: 1 — 13) e gendtipo selvagem (CC) 7 anos
(variagao: 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 0 genotipo
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 gendtipo heterozigoto (2%, 1C95%: 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 genétipos para o polimorfismo 1VS-14-1046 C>T (rs7163836).
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Fonte: Medeiros (2017)

De acordo com a andlise de risco proporcional de Cox, a presenca do
gendtipo 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; 1C95%: 1,31 — 26,3; P = 0,02).

5.5 ASSOCIACAO DA EXPRESSAO GENICA COM O POLIMORFISMO IVS-14-
1046 C>T (RS7163836)

A andlise de expressdo génica da ANXAZ2 foi realizada em 23 pacientes,
sendo8 com genotipo homozigoto selvagem (CC), 10 heterozigotos (CT) e 5
homozigotos variantes (TT) para o polimorfismo 1VS-14-1046 C>T. Nao houve

diferenca do perfil de expressao da ANXAZ2 entre os grupos (Figura 6) (P=0,778).
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Figura 6 - Andlise da expressdo génica do gene ANXA2 em pacientes pediatricos com AF
comparados aos trés genotipos do polimorfismo 1VS-14-1046 C>T (rs7163736) (P=0,778).
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Fonte: Medeiros (2017)

5.6 ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO COM FATORES DE RISCO PARA
DESENVOLVIMENTO DO AVC

Cinco variaveis previamente relacionados ao desenvolvimento de AVC
isquémico 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, ndo houve diferenca entre 0s grupos, como resume a
tabela 5.
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Tabela 5 - Variaveis relacionadas ao desenvolvimento de AVC em pacientes pediatricos com AF de
acordo com o polimorfismo 1VS-14-1046 no gene ANXAZ2,

Polimorfismo IVS- 14-1046 C>T
no gene ANXA2 (n=182)

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

Infarto silencioso 0,525
Sim 2 (4%) 3 (31%) ;
Nzo 48 (96%) 94 (69%) 35 (100%)

Ataque isquémico transitorio 0,647
Sim 0 1 (1%) 0
Nzo 50 (100%) 96 (99%) 35 (100%)

Hipertenséo arterial sistémica
Sim 0 1 (1%) 0 0,644
Nzo 50 (100%) 96 (99%) 35 (100%)

STA
Sim 6 (12%) 11 (11%) 2 (6%) 0,591
N3&o 44 (88%) 86 (89%) 33 (94%)

Hemaoglobina basal (g/dL), mediana 8 7,9 7,7 0,342
Intervalo 55-10,7 6,0-9,9 53-9,6

Fonte: Medeiros (2017)
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, n6s mostramos que o polimorfismo 1VS-14-1046 C>T
(rs7163836), um Tag-SNP, no gene ANXA2 esteve associado com uma maior
frequéncia de desenvolvimento de AVC isquémico em pacientes pediatricos com
AF. Precisamente, criancas com genotipo 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 ultimo, os niveis de expressdo da ANXA2 estudados ndo foram
associados com o polimorfismo citado. Associacfes diretas entre SNPs e
complicagbes da AF (AVC, Ulceras de perna, osteonecrose, priapismo,
hipertensdo pulmonar) vem sendo ostensivamente estudadas por varios 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 sdo direcionados a pacientes
pediatricos no sentido de explorar a influéncia de alteracBes genéticas, nesse
caso, sob o AVC, utilizando-se como critério de estratificacdo a ferramenta de
identificacdo de risco exclusiva de criancas para essa manifestacdo — o DTC
(Adams 2014; Upadhye et al. 2016b; Belisario et al. 2016a; Belisario et al. 2016b).

Criancas diagnosticadas pelo teste do pezinho — Programa Nacional de
Triagem Neonatal possuem assisténcia especializada desde o nascimento e
admissao no servico de referéncia, com intuito de tratamento precoce especifico e
reducdo das sequelas associadas a doenca (Brasil, 2002). Essa metodologia
parece ser a mais adequada para estudos com o AVC, pois consegue-se
acompanhar de perto a evolucdo clinica dos pacientes, trazendo maior
homogeneidade e precisdo aos dados., além de excluir comorbidades adquiridas
ao longo dos anos por pacientes adultos.

Nas criancas com AF e anteriormente a medida profilatica implantada por
Lusher e cols. 1979, o AVC era uma das complicacbes de maior
morbimortalidade, chegando a acometer cerca de 10% desses pacientes (Lusher
et al. 1976). Dada a eficacia da transfus@o inicialmente utilizada na prevencédo a
recorréncia do AVC, o DTC foi adaptado para que criangcas com AF fossem
identificadas com alto risco de desenvolvimento de AVC (VMMF = 200 cm/s),

iniciando-se entdo a terapia transfusional como prevencdo priméaria (Mack and
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Thompson 2016). Apesar de satisfatoria, a transfusédo periddica e ininterrupta ndo
reduz completamente novos casos nem a reincidéncia do AVC (Scothorn et al.
2002) Além disso, a limitacdo técnica do DTC, as possiveis complicacdes
relacionadas a transfusdo e até mesmo a relutédncia de alguns pacientes/familias
no comprometimento em um programa transfusional a longo prazo, limitam o
estudo (Reeves et al. 2016; Chou and Fasano 2016). Dessa forma, esses
obstaculos levam a busca de genes moduladores que possam influenciar no
desenvolvimento do AVC e, posteriormente, & procura de novos métodos de
prevencado dessa manifestacédo (Hyacinth et al. 2015; DeBaun and Kirkham 2016).

Considerando a funcédo ja esclarecida da ANXA2 na via fibrinolitica,
estudos com camundongos nocaute para 0 gene ANXA2 (ANXA27')
demonstraram que a deficiéncia da proteina promove acumulo de fibrina nos
vasos (Ling et al. 2004). Nesse estudo, os modelos murinos (ANXA27) foram
submetidos a estresse oxidativo induzidos pelo cloreto de ferro (FeCls), fazendo
com gue a cascata de coagulacdo dos camundongos fosse iniciada. Entretanto,
com a via fibrinolitica prejudicada, esses camundongos eram incapazes de
desfazer o coagulo, acumulando fibrina e diminuindo, consequentemente o fluxo
sanguineo no vaso. De forma analoga a pacientes com AF onde a lesdo
constante é promovida em decorréncia da hemodlise e hemécias falcizadas
(Steinberg 2008), o estudo supracitado nos sugere fortemente que o fendtipo
hipofibrinolitico e o acumulo de fibrina intravascular possa, em Uultima analise,
aumentar o risco de desenvolvimento de AVC nos pacientes com AF.

Nesse contexto, estudos como o STOP | deixam evidente que o risco de
AVC é inversamente proporcional ao didametro do vaso (Adams 2014), porém,
nossos dados demonstram que o risco ndo é exclusivamente associado as
velocidades, visto que 3% pacientes com DTC normal desenvolveram esta
manifestacdo e 14% destes com velocidade normal possuiam o genaétipo variante
para o polimorfismo 1VS-14-1046 C>T, destacando que o risco do AVC nao é
completamente compreendido. Além disso, a presenca do gendtipo TT foi
associado a um risco 5,8 vezes maior de desenvolvimento do AVC.

Em uma investigagdo quanto a possivel influéncia e localizagdo dos
polimorfismos marcados por esse Tag-SNP, apenas o polimorfismo rs7165285
C>T (loc: croml15: 60327093) esta em uma regido anotada como regulatoria,

posicionado em uma regido de ligacado do fator de transcricdo CTCF (do inglés
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CCCTC-binding factor) (loc.: crom15: 60326842-60327161); enquanto 0s outros
SNPs estdo em regido intrénica ndo anotada como regulatérias (Aken et al. 2016).
De acordo com o catdlogo de elementos regulatérios do ORegAnno (do ingés,
Open Regulatory Annotation), o gene ANXA2 é um dos genes regulados por esta
regido (ID do ORegAnno: OREG1378475).

Estudos voltados ao entendimento das fung¢des regulatérias genéricas do
CTCF demostram que esse pode estar envolvido na regulacdo génica incluindo
repressdo/ativagdo do promotor, insulador e formacdo de algcas (loops) na
cromatina (Splinter et al. 2006; Phillips and Corces 2009). Contudo, nosso estudo,
demonstrou que o polimorfismo 1VS-14-1046 C>T na ANXA2 e o desequilibrio de
ligagdo com o rs7165285 nao influéncia no comprometimento de alguma forma na
ligacdo do CTCF a regidao especifica do DNA com consequente implicacdo na
expressao da ANXA2. Apesar da limitacdo do numero de amostras, nossos dados
deixam claro que o gene ANXA2 parece estar comprometido de alguma forma,
ainda ndo esclarecida, e influenciando a complicacdo clinica na populagéo
estudada. Por outro lado, o rs7165285 foi determinado em desequilibrio com o
IVS-14-1046 tendo como base a populacdo CEU, no entanto, a populacdo de
Pernambuco, Brasil, reflete uma populacdo miscigenada com contribuicdo de
indios, europeus e africanos, ndo representada nas analises de desequilibrio de
ligacdo, o que pode afetar no refinamento dos padrdes haplotipicos (Manta et al.,
2013; Zaitlen et al., 2017).

Sebastiani e cols. (Sebastiani et al. 2005) utilizando uma rede de interacao
Bayesiana, onde 1398 pacientes afro-americanos com AF foram analisados para
108 SNPs em 39 genes candidatos, foi o Unico trabalho que avaliou a influéncia
do polimorfismo IVS-14-1046 C>T no AVC. Demonstrando, assim, que apesar do
esforco crescente para identificacdo de marcadores moleculares de risco de AVC,
nenhum esta bem estabelecidos ou tem influéncia suficiente na pratica clinica
(Belisario et al. 2012).

Em sintese, a auséncia de estudos em pacientes com AF no gene ANXA2
explorando o papel de possiveis mecanismos de oclusdo de vasos associados a
complicagdo cerebrovascular, demonstra que trabalhos complementares séo
importantes para definir o seu papel biolégico na relacdo com o AVC. Desta
forma, a incorporacdo de marcadores moleculares a estratificagdo 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, ndo é possivel de ser identificada pelo método usual de

prevencgao.
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7 CONCLUSOES

O polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163836) no gene ANXA2 mostrou-se
associado com desenvolvimento do AVC isquémico em pacientes

pediatricos com AF;

O gendtipo TT para o polimorfismo [VS-14-1046 C>T (rs7163836),
apresentou uma maior taxa estimada de AVC em 10 anos quando

comparados com os gendétipos CC e CT;

O polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163836) ndo demostrou associagao o
DTC,;

O polimorfismo IVS-14-1046 C>T (rs7163836) ndo influencia na expressao
do gene ANXAZ2.
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TABELA SUPLEMENTAR |

Tabela Suplementar I. Lista de SNPs marcados pelo Tag-SNP 1VS-14-1046 C>T (rs7163836)
baseado na populagcéo 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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APENDICE A

TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA MENORES DE 12 A 17 ANOS
(Resolucao 466/12)

Convidamos vocé (apés o consentimento do (a) seu/sua pai/mde ou
responsavel legal) para participar, como voluntario (a), da pesquisa “Avaliacdo da
influéncia do polimorfismo 1VS-14-1046 no gene ANXA2 com o desenvolvimento
do acidente vascular cerebral em pacientes pediatricos com anemia falciforme”,
que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Rayssa Leal Borges de
Medeiros (Endereco: Rua Professora Anice de Oliveira, 387, Janga, Paulista - PE,
CEP: 53439-140 Fone: (81) 99512-8668 — e-mail: medeirosrayssa@hotmail.com)
e sob a orientacdo do professor Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra ((81)
99800-8105 - macbezerra@bol.com.br). Também participam desta pesquisa: Dr.
Aderson da Silva Araujo ((81) 99976-5136 - aderson@hotlink.com.br), Dr. Antbénio
Roberto Lucena de Araujo ((81) 99800-9382 - araujoari@hotmail.com) e Igor
Farias Domingos ((81) 99609-5839 - domingos_if@hotmail.com).

Apos ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar
a fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que
estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em
caso de recusa, 0 (a) Sr. (a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Vocé tem
o direito de retirar o consentimento a qualquer tempo, sem qualquer penalidade.

NOs verificamos que a anemia falciforme é uma doenca de grande
incidéncia que altera os globulos vermelhos e que provoca dores, 0 que pode
estar interferindo em suas atividades do dia a dia. Nao estéo previstos beneficios
diretos para o paciente, entretanto, como beneficio indireto, a identificacdo de
alteracdes genéticas na anemia falciforme permitirdA a deteccdo precoce de
eventos cerebrovasculares, levando a melhoria do servi¢o prestado e ao aumento
da qualidade de vida dos pacientes. Dessa forma, gostariamos que vocé doasse
5 ml de sangue, obtidos usando agulhas e seringas descartaveis. O risco por nés
avaliado para o paciente é que em funcdo da coleta de sangue, pode haver a
formacdo de um pequeno hematoma local, além da ocorréncia de uma dor leve
resultante da picada de agulha.

As informacfes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicacBes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntarios, a ndo ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o
sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa (entrevistas e
dados laboratoriais) ficardo armazenados em computador pessoal sob a
responsabilidade do pesquisador responsavel, no endere¢o acima informado, pelo
periodo minimo de 5 anos.

Nem o (a) Sr. (a), nem seu/sua pai/mae ou responsavel legal, pagara nada
para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas para a sua
participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores. Fica também garantida
indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacao
na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extrajudicial. Em caso de duvidas
relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco:
(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE,
CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).
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(Assinatura do pesquisador)

Avaliacdo da influéncia do polimorfismo 1IVS-14-1046 no gene ANXA2 com o
desenvolvimento do acidente vascular cerebral em pacientes pediatricos com
anemia falciforme

ASSENTIMENTO DO (A) MENOR PARA A PARTICIPAGAO COMO
VOLUNTARIO (A)

Eu, , abaixo assinado, apds a
leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de
conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel,
concordo em participar no estudo “Avaliacdo da influéncia do polimorfismo IVS-
14-1046 no gene ANXA2 com o desenvolvimento do acidente vascular cerebral
em pacientes pediatricos com anemia falciforme”, como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa,
os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes da minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade
para mim ou para meu/minha pai/mae ou responsavel legal.

Local e data

Assinatura do (a) menor

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e aceite do voluntario em participar.

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
RESPONSAVEIS PELOS MENORES DE 18 ANOS
(Resolucao 466/12)

Convidamos o (a) seu/sua filho (a) ou menor de idade que esta sob sua
responsabilidade para participar, como voluntério (a), da pesquisa da pesquisa
“Avaliacdo da influéncia do polimorfismo 1VS-14-1046 no gene ANXA2 com o
desenvolvimento do acidente vascular cerebral em pacientes pediatricos com
anemia falciforme”, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Rayssa
Leal Borges de Medeiros (Endereco: Rua Professora Anice de Oliveira, 387,
Janga, Paulista - PE, CEP: 53439-140 Fone: (81) 99512-8668 — e-mail:
medeirosrayssa@hotmail.com) e sob a orientacdo do professor Dr. Marcos André
Cavalcanti Bezerra ((81) 99800-8105 - macbezerra@bol.com.br). Também
participam desta pesquisa: Dr. Aderson da Silva Araudjo ((81) 99976-5136 -
aderson@hotlink.com.br), Dr. Antdnio Roberto Lucena de Araujo ((81) 99800-
9382 - araujoarl@hotmail.com) e Igor Farias Domingos ((81) 99609-5839 -
domingos_if@hotmail.com).

Apbs ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar
gue seu/sua filho (a) faca parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final
deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa, nem o (a) Sr. (a) ou o (a) seu/sua
filho (a) serdo penalizados (as) de forma alguma. O (A) Sr. (a) tem o direito de
retirar o consentimento da participacdo dele (a) a qualquer tempo, sem qualquer
penalidade.

Noés verificamos que a anemia falciforme é uma doenca de grande
incidéncia que altera os glébulos vermelhos e que provoca dores, o que pode
estar interferindo em suas atividades do dia a dia. N&do estédo previstos beneficios
diretos para o paciente, entretanto, como beneficio indireto, a identificagcdo de
alteracdes genéticas na anemia falciforme permitird a deteccdo precoce de
eventos cerebrovasculares, levando a melhoria do servigo prestado e ao aumento
da qualidade de vida dos pacientes. Dessa forma, gostariamos que seu/sua filho
(a) doasse 5 ml de sangue, obtidos usando agulhas e seringas descartaveis. O
risco por nés avaliado para o paciente é que em funcao da coleta de sangue,
pode haver a formacédo de um pequeno hematoma local, além da ocorréncia de
uma dor leve resultante da picada de agulha.

As informacgbes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntarios, a ndo ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o
sigilo sobre a sua participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (entrevistas e
dados laboratoriais) ficardo armazenados em computador pessoal sob a
responsabilidade do pesquisador responsavel, no endereco acima informado, pelo
periodo minimo de 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para o (a) seu/sua filho (a) participar
desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacao
serdo assumidas pelos pesquisadores. Fica também garantida indenizagcdo em
casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa,
conforme deciséo judicial ou extrajudicial. Em caso de duvidas relacionadas aos
aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em
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Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-
600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(Assinatura do pesquisador)

Avaliacdo da influéncia do polimorfismo 1VS-14-1046 no gene ANXA2 com o
desenvolvimento do acidente vascular cerebral em pacientes pediatricos com
anemia falciforme

CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPACAO DA CRIANCA
(OU DO MENOR DE IDADE)

Eu, , CPF ,
abaixo assinado, responsavel pelo (@) menor
, ap0s a leitura (ou a escuta da leitura)
deste documento e ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as
minhas ddvidas com o pesquisador responsavel, autorizo a sua participacdo no
estudo “Avaliacdo da influéncia do polimorfismo 1VS-14-1046 no gene ANXA2
com o desenvolvimento do acidente vascular cerebral em pacientes pediatricos
com anemia falciforme”, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, 0os procedimentos nela
envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes da
participacédo dele (a). Foi-me garantido que posso retirar 0 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) responsavel legal

Impressao Diaital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e aceite do voluntario em patrticipar.

Nome: Nome:

Assinatura; Assinatura;
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CURRICULUM VITAE (LATTES)

Rayssa Leal Borges de Medeiros
Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/2614615977036047

Resumo informado pelo autor

Graduada em Biomedicina pela Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
(2015). Mestranda pelo Programa de Poés-Graduacdo em Genética - PPGG,
sendo bolsista CNPg/UFPE com projeto intitulado Avaliagcdo da influéncia do
polimorfismo 1VS-14-1046 no gene ANXA2 com o desenvolvimento do acidente
vascular cerebral em pacientes pediatricos com anemia falciforme’, além de
participar do grupo de pesquisa 'Fatores Genéticos Moduladores da Gravidade
Clinica na Anemia Falciforme’, desenvolvido no Laboratorio Central do Centro de
Biociéncias da UFPE em colaboragcdo com a Fundacdo HEMOPE.

(Texto informado pelo autor)

Formacdo académicaltitulacdo

2015 Mestrado em Genética.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
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acidente vascular cerebral em pacientes com anemia falciforme

Orientador: Marcos André Cavalcanti Bezerra
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Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)
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