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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ACO — Anticoncepcional oral

APCR — Activated Protein C Resistance — Resisténcia a Proteina C Ativada
AT IIT - Antitrombina III

AVC — Acidente vascular cerebral

AVK - Antivitamina K

DNA — Acido desoxirribonucléico

EP — Embolia Pulmonar

F II G20210A — Mutagao G20210A do gene da protrombina

FVL — Fator V de Leiden, FVL, FVR500Q, FV1691(G—A) — Mutacio G—=A 1691 do
gene do Fator V

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

IAM — Infarto agudo do miocardio

PC — Proteina C

PCA — Proteina C Ativada

PCR — Reacio de Polimerase em Cadeia

PS — Proteina S

PTCR — Regiao de controle da Protrombina

RPCA — Resisténcia a Proteina C Ativada

TA — Trombose arterial

TEV — Tromboembolismo venoso

TPAE — Tempo de protrombina com atividade enzimatica
TRH — Terapia de reposicao hormonal

TTPA — Tempo de tromboplastina parcial ativada

TV — Trombose Venosa

TVP — Trombose Venosa Profunda



RESUMO

Defeito bioquimico hereditario em Fator V — Fator V de Leiden — em paciente

jovem com trombose venosa profunda — estudo de caso

Defeitos bioquimicos hereditarios da coagulacdo e fibrindlise tém sido associados
com trombofilia. Um fator precipitante como o trauma pode desencadear a trombose
venosa profunda (TVP) em pacientes jovens portadores da mutagao FVR506Q ou Fator V
de Leiden, a causa mais comum de trombofilia hereditaria. Foi estudado um paciente de 15
anos, SBV, sexo masculino, que aos 13 apresentou TVP apds trauma e seus pais
assintomaticos. A familia refere que os avés paternos do paciente morreram por
consequéncia de trombose. Foram utilizados kits reagentes para atividade de Proteina C
(PC), Proteina S (PS), Antitrombina III (AT III), determinagdo do fibrinogénio, Resisténcia
a Proteina C Ativada (RPCA), Tempo de Protrombina com Atividade Enzimatica e Tempo
de Tromboplastina Parcial Ativada (IL); e kits comerciais para purificagdo do DNA
(GENTRA), e pesquisa do FVL e do FII G20210A por PCR. O paciente e seu pai
apresentaram RPCA e a mutagdo FVR506Q) em heterozigoze. Os demais testes foram
normais. Nao foi identificada a mutagdo da protrombina G20210A na familia. A mae de
teve todos os resultados normais. O FVL representa menor risco para trombose que outros
defeitos como deficiéncia de PC, PS, ou AT III. No entanto, quando associado com outro
distarbio congénito ou adquirido, o risco para TV aumenta significativamente. S.B.V. teve
pelo menos trés fatores: o FVL, o exercicio for¢ado e o trauma, que parecem ter tido papel
desencadeador da TVP neste caso. Seu pai tem a mutagdo do FVL e forte histéria familiar,
¢ recomendavel que receba profilaxia em situagdes de risco, e o acompanhamento
prospectivo. O trabalho indicou a necessidade de mais pesquisas em bioquimica da
Hemostasia, do conteddo génico brasileiro pela sua grande diversidade étnica, das

interagoes genéticas entre si e com o meio ambiente e suas manifestagoes fenotipicas.




1 INTRODUCAO

A homeostase vascular ¢ mantida pela relagao harmoniosa dos fatores reolégicos, ou seja, a
velocidade da corrente sangliinea, a viscosidade do sangue, as plaquetas, as proteinas
plasmaticas da coagulagio e anticoagulagdo e fatores vasculares, além de wvariaveis
extravasculares — como contra¢oes musculares e pressao arterial. O desequilibrio em apenas
um destes componentes pode comprometer todo o organismo, podendo até inviabilizar a
vida (Lee et al., 1998).

Atualmente, os fenémenos tromboembdlicos venosos e arteriais representam uma
das primeiras causas de morbimortalidade no mundo ocidental, mais significativas que as
causas hemorragicas (Pantink-Kemp e7 a/., 2000; van der Sande ¢ a/., 2001). Por conta disso
e também dos avancos bioquimicos e moleculares da ciéncia, a hemostasia e a
trombogénese tém sido cada vez mais estudadas (Cui ez 4/, 2000; Amitrano ez af., 2001).
Constata-se a existéncia de estados pré-tromboéticos, transtornos adquiridos ou hereditarios
que conferem hipercoagulabilidade ou estado trombofilico. Os individuos afetados tém
mais propensao a tromboembolismo (TE) que a populagdo em geral (Bick ez a/, 1998; Lee
et al, 1998; Janssen et al, 2000; Amitrano et al, 2001). O primeiro relato de
hipercoagulabilidade parece ter sido em 1965, quando foi descrito um caso de uma familia
com tendéncia a trombose venosa (TV) e deficiéncia de antitrombina IIT (AT III) (Bick ez
al., 1998).

A patogenia da TV é multifatorial, resulta da interacdo de variaveis ambientais e
genéticas, tais como idade, obesidade, trauma, imobiliza¢ao prolongada, cirurgia, trombose
prévia, cirurgia ortopédica, gravidez, puerpério, uso de anticoncepcional oral, neoplasia,
sepsis, cardiopatias, diabetes, cancer, trombofilia congénita ou adquirida e outras situagoes
(Lens et al., 2000; Voetsch et al., 2000).

A trombose e a tromboembolia foram descritas pela primeira vez em 1856 por
Virchow, que propds a conhecida triade de Virchow com alteragdes: a) na parede do vaso;
b) na coagulagao; c¢) no fluxo sangiiineo. A participacao das plaquetas se estabeleceu no
final do século XIX, e nas ultimas décadas foram acumulados conhecimentos de grande
importancia a respeito dos mecanismos moleculares da hemostasia e trombose (Voet &
Voet, 1995; Cui et al., 2000; Lens et al., 2000).

Quando o vaso sanglineo sofre injaria por forcas mecanicas ou devido a placas
ateroscleroticas, as plaquetas sao ativadas e aderem a estes sitios danificados. A ativagao das

plaquetas mais a exposi¢ao dos tecidos subendoteliais resultam na ativacao da cascata da



coagulacao, levando a conversio do fibrinogénio em fibrina. Forma-se um coagulo
sangiifneo constituido de plaquetas, células do sangue, e fibrina obstruindo o limen do
vaso. Este processo ¢ conhecido como trombose. Caso o trombo se desprenda da parede
do vaso e seja arrastado pela circulagiao constitui-se o émbolo. Quando isto ocorre, pode-se
desenvolver embolia pulmonar (EP), a complicagao mais freqiiente da TV e importante
causa de morte hospitalar (Lee et al., 1998; Panting-Kemp et al., 2000).

Em condi¢oes fisiologicas existe um equilibrio entre os mecanismos pro-
coagulantes e anticoagulantes naturais para impedir que um coagulo se estenda além das
necessidades fisiologicas. Deve ser autolimitado, localizado e transitério. Para isto, existem
pelo menos quatro sistemas de regulacao antitrombotica. O primeiro ¢ o sistema da AT 111,
que inibe os fatores da coagulagio ativados: Ila, Xa, IXa, XIa e XIIa. O segundo consiste
no sistema da proteina C (PC), trombomodulina e proteina S (PS) (Clouse & Comp, 1986;
Gewitz et al., 1986; Gale et al., 2000; Louren¢o, 2000), que inibe os fatores Va e VIlIa,
estes fazem parte da ativacao de X e II. Os dois primeiros sistemas limitam a geragdo de
trombina e fibrina. O terceiro é o da prostaciclina, que limita o depésito de plaquetas ao
coagulo em formacio, e o quarto é o sistema fibrinolitico, que causa dissolu¢ao do coagulo
formado, através da digestao enzimatica da fibrina.

Os disturbios congénitos conhecidos atualmente incluem as deficiéncias de AT 111,
PC, PS§, a resisténcia a proteina C ativada (RPCA), a protrombina mutante, recentemente
descrita, disfibrinogenemias, a deficiéncia do plasminogénio e a hiperhomocisteinemia
(Lazzari, 1998; Voetsch ez al., 2000; Amitrano ef al, 2001; Seligsohn & Lubetsky, 2001). Por
outro lado, doengas adquiridas também podem interferir com o sistema da hemostasia,
aumentando o risco trombdtico, como por exemplo, a sindrome do anticorpo
antifosfolipideo, estados infecciosos e o cancer (Castillo & Martinez-Villa, 1995; Bick,
2000).

A AT III foi primeiro descrita em 1939 por Brinkhous e colaboradores, e a sua
deficiéncia, como referido anteriormente, foi associada a trombose em 1965 por Egeberg.
A AT IIT é uma a-2-globulina, composta de 432 aminoacidos e massa molecular de 58
kDa, possui uma unica cadeia polipeptidica sem pontes dissulfeto, com 15% de
carboidratos. O gene para sintese de AT III localiza-se no cromossomo 1. A seqiéncia de
aminodacidos revela muitas homologias com outras anti-serino-proteases. Acredita-se que as
moléculas envolvidas na coagulagio e fibrindlise evoluiram de um ancestral protease
similiar a tripsina. A sintese da AT III ocorre no figado e em células endoteliais, e nao

requer vitamina K. E um inibidor de proteases de largo espectro. Inativa os fatores Ila, Xa,



IXa, XIa, XIIa e a calicreina, ¢, portanto, um poderoso inibidor da atividade pré-
coagulante, através de sitio localizado préximo a porgao carboxiterminal da molécula, que

2

se liga a serina do sitio ativo destas proteases. A a¢ao anticoagulante da AT III ¢

intensificada pela heparina e mucopolissacarideos, que se ligam a um residuo &-lisina na AT
III, na sua por¢ao aminoterminal, acelerando a velocidade de formacdo dos complexos
inibidores da enzima, sem alterar a estequiometria da reacio. Em presenca de heparina, o
alvo preferencial da AT III é a trombina, seguido pelo fator Xa. Normalmente, a AT III
inativa 80% da trombina em individuos adultos (Stryer, 1995; Lee et al., 1998).

A diminui¢do em sua concentra¢ao plasmatica e ou fungio resultam em estado pro-
tromboético. Ao nascer e até os seis primeiros meses de vida encontra-se diminuida a
metade, e em prematuros ¢ ainda mais reduzida (Gonzalez et al., 1996; Bick et al., 1998).

A deficiéncia congénita de AT III é uma doenga autossémica dominante, sendo a
maioria heterozigota, com AT III plasmatica normal e anormal. Existem relatos de
homozigotos, estado que parece ser incompativel com a vida (Castillo & Martinez-Villa,
1995; Gonzalez et al., 1996; Bick et al., 1998; Lee et al., 1998). Clinicamente ¢é caracterizada
pela ocorréncia de TV, e raramente arterial, precocemente na vida do individuo afetado,
com grande prevaléncia familiar (Newman et al., 1998). Sdo descritos dois tipos de
deficiéncia de AT III. O tipo I, com reducao da sintese da molécula e conseqiiente redugao
em sua atividade funcional. Decorre, na maioria dos casos, de pequenas dele¢cdes no gene
que codifica a AT III. Os testes antigénicos e funcionais encontram-se diminuidos. O tipo
IT consiste em uma deficiéncia funcional, devido a altera¢oes na seqiiéncia dos aminoacidos
da molécula de AT III. Nestes casos a concentragao antigénica da AT III se encontra
normal, e a atividade funcional diminuida (Gonzilez et al., 1996). O tipo II se divide em Ila
(alteragdo no sitio ativo e no de ligacdo com a heparina) e IIb, afeta somente o sitio de
ligacdao a heparina (Castillo & Martinez-Villa, 1995). Dada a grande variedade de defeitos
genéticos que clinicamente se manifestam como deficiéncia de AT III, os testes funcionais
sao de escolha (Lourenco et al., 1995).

Os dados sobre prevaléncia existentes sio controversos, variando entre 1 caso para 350
habitantes e 1 para 2000 a 5000 habitantes. Usualmente, a prevaléncia aproximada de
deficiéncia hereditaria de AT III em pacientes com tromboembolismo venoso varia de 3 a
8%. Segundo Gonzalez (1996), mais da metade dos individuos que tém deficiéncia
hereditaria de AT III sofrem TV (os eventos arteriais sao raros), sendo a maioria antes dos
40 anos de idade, e, ndo raro, na infancia. Trombose espontinea ocorre em 40% dos casos,

ou seniao por algum fator desencadeante, como gravidez, puerpério, uso de



anticoncepcional oral, cirurgia ou traumatismos. O risco aumenta mais ainda com a idade
avanc¢ada (Gonzalez et al., 1996; Bick et al., 1998).

A AT III pode estar diminuida também por deficiéncia adquirida. Neste caso, ocorre em
sepsis, coagulacao intravascular disseminada, trombose venosa, embolia pulmonar, e
eventos trombo-oclusivos difusos venosos ou arteriais, por consumo; na insuficiéncia
hepatica e neonatos, por baixa producio; uso de estrégenos e anticoncepcional oral, L-
asparaginase, heparina; na pré-eclampsia e eclampsia; na sindrome nefrética, e na doenga
inflamatoria intestinal, por perda protéica. A terapia de reposi¢ao hormonal parece diminuir
os niveis de AT III, mas nao ha dados concretos ainda (Lourenco et al., 1995; Gonzalez et
al., 1996; Bick et al., 1998).

A proteina C foi primeiro relatada em 1960. F uma glicoproteina plasmatica da coagulacio
de massa molecular de 62 kDa. Circula como zimogénio de uma serino-protease que
inativa os fatores Va e VIIla. Sintetizada no hepatdcito, consiste de duas cadeias
polipeptidicas: uma leve com 155 aminoacidos, e outra pesada com 260 aminoacidos,
ligadas por ponte dissulfeto. O gene para proteina C esta no cromossomo 2 e ja foi
sequenciado, sendo nove exons com 11 kb. A serina do sitio ativo e o sitio de clivagem da
trombina estao presentes na cadeia pesada, enquanto que na cadeia leve encontram-se dez
residuos de acido Yy-carboxiglutamico (chamados Gla). Este aminoacido provém da
conversao vitamina-K-dependente de residuos de acido glutamico, etapa crucial para a
formagao dos dominios Gla, que conferem atividade funcional a esta proteina, por ligacio
deste aminoacido aos fons calcio, o qual faz a ponte entre as proteinas e a superficie
fosfolipidica das plaquetas ou das células endoteliais. A molécula é peculiar pela presenca
de um grande numero de semi-cisteinas e de acido B-OH-aspértico, um aminoacido
incomum de fun¢ao desconhecida (Clouse & Comp, 1986; Gewitz et al., 1986; Voet &
Voet, 1995; Stryer, 1996; Lee et al., 1998; Bick et al., 1998; Yang et al., 1998; Lourenco,
2000).

Uma vez ativada pelo complexo trombina-trombomodulina na superficie da célula
endotelial, a proteina C passa a atuar como potente anticoagulante natural e degrada
proteoliticamente as formas ativas dos fatores Va e VIIla, em presenca de ions calcio,
fosfolipideos e de seu cofator, a proteina S. Deste modo, limita a geragdo dos fatores Xa e
ITa (Figura 1).

Recentemente relatou-se um receptor endotelial da proteina C, que se expressa nas
superficies das células endoteliais. Esta proteina se liga com alta afinidade a proteina C ¢ a

proteina C ativada, incrementando a geracio de proteina C ativada pelo complexo



trombina-trombomodulina na superficie da célula endotelial. Sua funcdo parece ser
aumentar a ativacao da proteina onde a concentra¢io de trombomodulina é baixa, nos
vasos medianos e nos grandes vasos venosos e arteriais. No entanto, faltam ainda maiores
esclarecimentos a respeito da fun¢iao e do mecanismo de ag¢ao do receptor endotelial da

proteina C no sistema da proteina C (Hermida et al., 1999; Taylor et al., 2001
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Figura 1. Ativagdo e agdo anticoagulante da proteina C.

A proteina C ativada também inibe a atividade pré-coagulante das plaquetas. E inibida no
plasma pelo inibidor de proteina C ativada, inibidor do ativador do plasminogénio-3, e
estimula a fibrindlise. Tem sido demonstrada também atividade anti-inflamatéria e
protegdao contra endotoxemia por inibir a produ¢ao de citocinas macrofago-dependentes
(Lourenco, 2000).

Os recém-nascidos tém uma concentracao de proteina C 40% menor que os
adultos e esta ainda mais baixa em prematuros.

A deficiéncia hereditaria da proteina C foi primeiro descrita em 1981 por Griffin. E
uma doenga autossomica dominante de dois tipos distintos: tipo I, no qual ocorre redugao
na sintese da proteina, com atividade funcional proporcionalmente diminuida. E a forma
mais freqiente, e decorre de alteragdes genéticas, como mutagoes, delegdes ou insergoes.
No tipo II, o teste antigénico é normal, porém a proteina C tem estrutura molecular
defeituosa e, portanto, funcao comprometida (Bick et al., 1998; Lee et al., 1998). Existem

descritas mais de vinte alteragoes na seqiiéncia de aminoacidos, que resultam na perda de



atividade de serino-protease (Gonzalez et al., 1996). Sua prevaléncia esta entre 5 a 8% dos
pacientes com trombose. A maioria dos pacientes ¢ heterozigota. Quando em homozigose
ou em dupla heterozigose, condi¢do rara (1/200000 a 1/400000), a deficiéncia de proteina
C esta associada a purpura fulminante ao nascimento, geralmente ocasionando a morte, se
nao diagnosticada e tratada com plasma fresco ou concentrado (Dahlbick, 1995; Lourengo,
2000). Dos individuos heterozigotos para deficiéncia de proteina C, 75% apresentam
trombose venosa profunda e ou embolia pulmonar, as manifestacbes mais comuns, antes
dos 45 anos e ainda, mais da metade tém episddios recorrentes. Destes, aproximadamente
70% apresenta trombose espontinea e 30% associada com algum fator de risco, como
ingesta de anticoncepcional oral, gravidez, traumatismos, puerpério ou cirurgia. A trombose
arterial é rara na deficiéncia de proteina C (Gonzalez et al., 1996; Bick et al., 1998; Lee et
al., 1998; Mira et al., 2000).

Os anticoagulantes orais reduzem a proteina C mais rapidamente que os fatores
pro-coagulantes, portanto, as primeiras horas de anticoagulagdo com cumarinicos sio de
grande risco trombotico principalmente para aqueles portadores de deficiéncia de proteina
C. Recomenda-se a determinagao dos valores funcionais durante o tratamento (Lee et al.,
1998).

A proteina C diminui na insuficiéncia hepatica, infecgdes graves, choque séptico, CID, uso
de anticoagulantes orais, trombose aguda extensa ou quimioterapia, caracterizando a
deficiéncia adquirida (Lee et al.,1998).

A propriedade anticoagulante da proteina C ¢ intensificada pela presenga de seu
cofator proteina S (Figura 1), glicoproteina plasmatica nao enzimatica, vitamina K-
dependente, de aproximadamente 70 kDa, sintetizada no figado principalmente, e
secundariamente em células endoteliais, plaquetas e megacariocitos. E um polipeptideo de
cadeia tnica que contém 635 aminoacidos e 10 residuos de acido y-carboxiglutamico. Os
genes que a codificam estdao no cromossomo 3. Descoberta em 1977 por DiScipio e
colaboradores, a proteina S esta no plasma na forma livre ativa (aproximadamente 40%) e
ligada reversivelmete a proteina do complemento C4b, proteina S inativa (60%) (Gonzalez
et al., 1996; Lee et al., 1998; Garcia de Frutos, 1999).

A deficiéncia congénita da proteina S foi primeiro reportada em 1984, ¢
autossomica dominante, sendo os homozigotos severamente afetados ao nascimento com
purpura fulminante. Em heterozigose, esta associada com um alto risco trombotico,
especialmente em pacientes jovens. O curso clinico da doencga ¢ similar a deficiéncia de

proteina C, com maior probabilidade de trombose venosa, porém trombose arterial pode



acontecer. Cerca de metade das tromboses sio espontaneas, ¢ o restante estd associada a
fatores de risco tais como anticoagulantes orais, cancer, anticoncepcional oral, tabagismo,
coagulagdo intravascular disseminada, insuficiéncia hepatica ou tratamento com L-
asparaginase, situagoes clinicas associadas com a deficiéncia adquirida de proteina S (Garcia
de Frutos, 1999).

Sio descritos trés tipos de deficiéncia hereditaria de proteina S: tipo I, caracterizada
por decréscimo total antigénico e proteina S livre; tipo 11, deficiéncia qualitativa, com niveis
de antigeno normais, devido a defeito funcional na proteina. O tipo III apresenta
concentra¢ao de proteina S livre baixa, com niveis totais normais (Dahlbick, 1995; Garcia
de Frutos, 1999).

A incidéncia de deficiéncia de PS congénita é de 2 a 6% dos pacientes com
trombose (Dahlbick, 1995; Garcia de Frutos, 1999).

A partir do relato de Dahlback e colaboradores, (1993), descobriu-se um novo fator
de risco para trombose: a RPCA. Trata-se da substitui¢io de uma guanina por uma adenina
(G1691A) no gene do fator V, ocasionando uma substituicao de um residuo de arginina no
cédon 506 por uma glicina na molécula do fator V, um dos sitios de ligagdo com a proteina
C ativada. O fator resultante é chamado Fator V de Leiden (FVL) (Bertina e al., 1994).

O fator V, proacelerina ou fator labil ¢ uma globulina de 330 kDa, sintetizada no
figado e megacariocitos. Deteriora-se rapidamente em sangue estocado com quelantes de
calcio. Contém de 10 a 20% de carboidratos e ¢ inativado quando a penultima galactose ¢é
removida. O fator V ¢é ativado iz wvivo pela trombina, forma complexo chamado
protrombinase com o fator Xa e {ons calcio, e, em superficie fosfolipidica de membrana
plaquetaria, o complexo transforma a protrombina em trombina (Lourenco, 1997; Lee ef
al., 1998).

O fator Va ¢ inativado pela proteina C e seu cofator a proteina S mediante
protedlise, nas posi¢oes Arg 500, Arg 306 e Arg 679. A significancia desta dltima clivagem
nao ¢é conhecida. A clivagem na posicao Arg 506 nio inativa completamente o fator Va, é
na segunda clivagem (Arg 306) que ocorre total inativacao. No caso do FVL nio ocorre a
clivagem na Arg 5006, entdo a clivagem na posi¢cao Arg 306 ¢ pelo menos dez vezes mais
lenta, causando uma resisténcia parcial a inativagao (Lens e a/., 2000).

A mutagao FVR506Q nao s6 confere resisténcia parcial do fator Va a proteina C
ativada, prejudicando a inativagio do FVa, como também reduz a degradagio do fator
VIIIa porque esta requer a funciao sinérgica de cofator da proteina S e do fator V

proteoliticamente modificados pela proteina C ativada (Dahlbick, 1999). No entanto, o



fator V defeituoso conserva sua atividade pré-coagulante (Cui ef af., 2000). Os individuos
afetados tém uma clara tendéncia trombética, e essa enfermidade atualmente é o mais
comum fator genético de risco para TV (Rosendaal ¢f 4/, 1995; Dahlbick, 1997; Bick &
Kaplan, 1998; Dahlback, 1999; Meyer ¢# al., 2001; Seligsohn & Lubetsky, 2001), mais que a
deficiéncia de proteina C, proteina S ou AT III. Entretanto, cerca de 5% a 10% dos casos
de RPCA nio apresentam o FVL, caracterizando a resisténcia adquirida a PCA (Marcucct ez
al., 1999). Os mecanismos para a RPCA adquirida ainda nao sao claros, entretanto pode se
manifestar em condig¢oes fisioldgicas como gravidez, pds-menopausa, terapia com
anticoncepcional oral; ou patologicas como doengas inflamatérias (Glueck e al, 1999;
Schwarz et al., 2001).

Descreveu-se recentemente duas mutagdes afetando outro sitio de clivagem de
proteina C ativada na molécula do fator Va, (A306T e A306G). Porém, seu papel na
trombofilia ainda nao esta claro. Alguns autores nao encontraram relagdo destas mutagdes
com trombose, enquanto que outros relataram que a concomitancia da mutagio R506Q
com outra na posi¢ao Arg 306, aumentaria o risco trombotico (Castoldi ez al., 2000; Gale ez
al., 2000).

A resisténcia a proteina C ativada devido ao FVL ¢ uma doenca autossomica
dominante, com prevaléncia entre 2 a 7% na populagdo em geral, mais comum em
caucasbéides europeus e norte-americanos, variando no mundo ocidental, a Suécia com
15%, Alemanha com 10%, a Holanda, o Reino Unido e Estados Unidos com 3 a 5%. Na
América do Sul, o Chile apresentou na populagao 3,8%, a Argentina, 5,1% (Buenos Aires),
e o Brasil (Sao Paulo), 2%. Entre individuos de raga negra, asiaticos e indigenas americanos
o FVL ¢ praticamente inexistente (Rees et al., 1995; Pereira Garcés et al., 1996; Gregg et al.,
1997; Altman, et al., 1999; Sanchez et al., 1999; Zago et al., 1999; Chan et al., 2000; Lucotte
& Mercier, 2001). Nao se dispoe de dados acerca da prevaléncia do FVL no Nordeste.

O Fator V de Leiden surgiu ha cerca de 30000 anos na regidao do Caucaso depois
das migragdes do homem africano para a Europa (Zivelin e al, 1997). Em ratos
transgénicos com a mutagao homologa R504Q), Cui ez a/. (2000) relatam uma significativa
variabilidade no fenétipo trombofilico dependendo da raga, porém bem mais marcantes
que em humanos. Os autores langam a hipétese de uma possivel interacio do FVL com
algum outro recente fator evolutivo que explique a aparente tolerancia desta mutacao em
humanos. Esta hipétese pode ser aventada, quando se observa que os fendémenos

tromboticos tém gravidade e prevaléncia variadas por regides e ragas do mundo.



Recentemente se descreveu (Poort e al., 1996) a variante alélica protrombina, Fator
IT G20210A, uma mutagao na regiao 3’ nao codificante do gene da protrombina. Consiste
na substitui¢ao de uma guanina por uma adenina na posi¢ao 20210. Nao ocorre sintese de
protrombina mutante, e sim maior estabilidade de seu RNA mensageiro, e um aumento da
concentragao plasmatica de protrombina, o que parece ser o mecanismo pelo qual
predispoe a ocorréncia de trombose (Meyer e al., 2001). O FVL e o Fator II G20210A
contribuem para aumentar a trombina por estimular a formac¢io do complexo
protrombinase por diferentes vias (Howard ez a/., 1997; Castoldi ez al., 2000).

A protrombina é o precursor da serino-protease trombina, o efetor final da cascata
da coagulacio, que resulta na formacdo da fibrina. Tem papel fundamental na
retroalimentagao da cascata, além de promover a agregacao plaquetaria, ativa direta ou
indiretamente varios fatores de coagulacio, e, ademais, participa da sua regulacao porque
ativa, ao se ligar a trombomodulina, o sistema da proteina C. Tem atividade pré-coagulante,
anticoagulante e anti-fibrinolitica (Poort e7 al., 1996; Lens ez al., 2000).

O gene do fator IT tem 21 kb, esta localizado no cromossomo 11. E organizado em
14 exons, separados por 13 introns, com uma regiao nao transcrita que parece ter papel na
regulacdo de sua expressao (Poott e al., 1996; De Stefano ez al., 1999).

O papel da mutacao da protrombina na TA ainda nio ¢é esclarecido, porém esta
claramente associada a TV. (Nguyen, 2000).

O gene do F II G20210A esta presente em cerca de 1 a 3% da populagao
caucasoide, e, assim como descrito para o FVL, ndo parece estar presente nas populagdes
negras e asiaticas (Zago ez al., 1999). Em pacientes com histéria de trombose ha relatos de
uma prevaléncia em torno de 16 a 18%, sendo a segunda mais comum causa de trombofilia
genética (Gerhardt e a/., 2000; Seligsohn & Lubetsky, 2001).

Portadores do alelo G20210A do Fator II tém risco aumentado para trombose,
variando entre 2,7 a 3,8 vezes. A presenca simultanea do FVL e da mutagao G20210A do
Fator II aumenta o risco para TV quando comparado com o risco entre portadores
heterozigotos para FVL. Nao esta claro como isso acontece, se ha interacdo entre as duas
mutagées, ou simplesmente pela sua presenga concomitante (Poort ez al., 1996; De Stefano
et al., 1999).

A concentragdo plasmatica do fibrinogénio ¢é considerada fator de risco
independente para trombose coronariana futura (Lourenco, 1997; Annichino-Bizzacchi,

1998; Lazzari, 1998).



O fibrinogénio é uma glicoproteina plasmatica de 340 kDa, sintetizada no figado,
que ¢ convertido a fibrina na via comum. Fator da coagula¢io que apresenta a maior
concentragao plasmatica, é responsavel juntamente com o hematdécrito, pela viscosidade do
sangue, e tem papel central na formacio do trombo. F um reagente de fase aguda, esta
aumentado em varias situagoes clinicas, como tabagismo, obesidade, vida sedentaria,
trauma, hipertensao arterial, uso de ACO, infecgoes, e diabetes mellitus. Ainda nao esta
claro o(s) mecanismo(s) de acao trombogénica de niveis de fibrinogénio, porém existem
varias hipoteses: poderiam interferir com a aterotrombose por aumento na formagio de
fibrina, aumento na viscosidade sanglinea, redugdo na atividade fibrinolitica ou por
promover a agregacao plaquetaria (Lourenco, 1977; Giannini, 1998; Lazzari, 1998).

As afibrinogenemias e as disfibrinogenemias, disturbios hereditarios na molécula do
fibrinogénio, podem cursar com alteracGes quantitativas ou qualitativas na molécula,
geralmente sao manifestagoes hemorragicas. Entretanto, raramente manifestam trombose
(Remijn ez al., 2001).

Em situagoes raras, geralmente de intensa gravidade, o episdédio trombético tem
relagdo direta com algum defeito bioquimico molecular na hemostasia, mas geralmente é de
causa multifatorial. Entretanto, sua relacio com os defeitos moleculares da hemostasia é
cada vez mais investigada. Em breve revisio da literatura periédica recente, pode-se
observar que ha uma profusao de relatos de defeitos bioquimicos, geralmente hereditarios,
que poderiam predispor ou promover uma certa protecao a TVP. Descreve-se, dentre
outros, a mutacio na trombomodulina, defeitos moleculares na metilenotetrahidrofolato
redutase e cistationa B-sintase, defeitos no inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1),
mutagoes no préprio fator V em outros residuos, disturbios hereditarios na molécula do
fibrinogénio, aumento de taxas plasmaticas de fatores da coagulacao, papel dos EPCR —
receptores endoteliais da Proteina C e polimorfismo no gene do fator XIII (FXIII
Val34Leu), (Faioni ez al, 1999; Zago et al., 1999; Aso et al., 2000; Balogh e al., 2000; Catto ez
al., 2000; Cui et al.,2000; Eitzman ef al., 2000; Bijnens et al., 2001; Corral et al., 2001; Remijn
et al, 2001;Seligsohn & Lubetsky, 2001; Taylor er a/, 2001). Tém-se ainda os fatores
adquiridos, como anticorpos anticardiolipina, anticorpo lapico, e outras situagdoes que
promovam estado de hipercoagulabilidade (Seligsohn & Lubetsky, 2001; Taylor ez /., 2001).

Os esforgos conjuntos da biologia e da medicina para o seqienciamento e
compreensio do genoma humano, e elucidacio dos mecanismos moleculares da

Hemostasia se fazem necessarios para que esta morbidade causadora de grandes perdas



socio-econdmicas venha a ser mais compreendida, tratada e, melhor, prevenida (Sykes ez a/,

2000; Jimenez-Sanchez ez al., 2001; Meyer et al., 2001).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliagao de caso de um paciente trombofilico com TVP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliagdao bioquimica laboratorial investigativa em amostras de sangue periférico de

paciente (SBV) com histéria de TVP, de seus pais a fim de:
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2.2.3

224
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2.2.6

determinar o tempo de protrombina com atividade enzimatica e tempo de

tromboplastina parcial ativado;

determinar a atividade de PC, PS e AT 111,

dosar o fibrinogénio;

pesquisar a RPCA;

pesquisar o Fator V de Leiden;

pesquisar a Mutacao G20210A da Protrombina.



3 JUSTIFICATIVA

O custo social de morbimortalidade ligada a trombose ¢ muito alto (Rosendaal,
1997; Hull et al, 1998; Newman ez al, 1998; Souto et al, 2000; Birolini, 2001), torna-se,
portanto, de grande relevancia conhecermos a sua etiopatogenia.

O paciente SBV apresentou quadro de trombofilia, com trombose venosa profunda
em idade precoce, fato incomum em sua faixa etarea na populacio geral (Incidéncia...,
1999) e esta geralmente relacionado com estado de hipercoagulabilidade. Este estado,
chamado trombofilia, é determinado por distarbios hereditarios ou adquiridos da
hemostasia passiveis de identificacdao laboratorial. A investigagao laboratorial de familiares
assintomaticos de pacientes atingidos com diagndstico identificado se faz atualmente de
grande relevancia na profilaxia dos fenomenos tromboembélicos (Lourenco, 1997).

Com o grande avango dos conhecimentos clinicos e moleculares nesta area, e
automatizacao dos testes para sua avaliacdo, o custo socio-econémico da prevencio da

trombose ¢ significativamente menor que o do tratamento.



4 CASUISTICA

O trabalho foi conduzido de acordo com a Declaracio de Helsinque (2001). Os

pacientes consentiram de forma livre e esclarecida, assinando o termo de consentimento,
sendo que o menor de 16 anos (SBV) foi acompanhado pelos responsaveis, que assinaram
seu consentimento. Este procedimento foi realizado segundo orientagdo recebida do
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE.
Estudou-se o caso de um paciente do Hospital das Clinicas, 15 anos, SBV, do sexo
masculino, cor morena, filho tnico, residente com os pais na cidade do Recife, bairro da
Imbiribeira. Aos 13 anos apresentou TVP de membro inferior esquerdo, em setembro de
1998. O episédio ocorreu durante jogo de futebol, apés contusao no membro atingido.

O pai de SBV, 43 anos, cor morena, sem historia de trombose, refere nunca ter se

submetido a situagdo de risco trombotico, como cirurgia, tabagismo ou imobilizacio
prolongada. Relata que seus pais (ndo estudados), avos de SBV, morreram de enfarto, a avo
aos 58 anos, e 0 avo aos 78 anos; e uma tia paterna de SBV faleceu de causa desconhecida.
SBV tem ainda varios tios paternos que nao foram estudados por serem de dificil acesso.
A maie de SBV, 35 anos, nio fumante, cor morena, nao tem historia de trombose. Nega
uso de anticoncepcional oral em qualquer época de sua vida, episédio de aborto ou perda
fetal. S6 refere uma gravidez (a de SBV), e relata unica cirurgia cesariana e ligadura de
trompas aos 20 anos, sem intercorréncias hemorragicas ou tromboticas. Nega historia
familiar de trombose, com pais e irmaos vivos (nao estudados), residentes no interior do
Estado de Pernambuco. Além da gravidez e cirurgia cesareana bem como ligadura, nega
exposi¢ao a quaisquer outro fator de risco para TV.

Os pais de SBV nio faziam uso de medicagao anticoagulante, ou antiagregante. O
paciente SBV e os seus pais nao tinham histéria conhecida de distarbios neoplasicos,
doenga autoimune, terapia de reposicio hormonal, tabagismo, diabetes, neoplasia,
hepatopatia, etilismo, uso de anticoncepcional oral, obesidade, hipetlipidemia ou
dislipidemia. Os dados foram obtidos em entrevista através de formulario anexo.

O exame clinico foi conduzido pela Hematologista que acompanha o caso de SBV,

dra. Maria da Conceicao Barros Correia, coorientadora neste trabalho.



5 MATERIAIS

5.1 DETERMINACAO DO TEMPO DE PROTROMBINA, ATIVIDADE
ENZIMATICA, RAZAO NORMALIZADA INTERNACIONAL - RNI, E
FIBRINOGENIO DERIVADO

Kit reagente comercial da Instrumentation Laboratory (IL, Espanha), que continha

tromboplastina calcica.

5 . 2 DETERMINACAO DO TEMPO DE TROMBOPLASTINA
PARCIAL ATIVADA

Kit comercial reagente (IL) contendo tromboplastina parcial ativada.

5.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE PROTEINA C
Kit comercial reagente (IL) que continha:
Ativador de PC, veneno de Agkistrodon contortrix contortrix

Substrato cromogénico
Plasma controle normal e anormal para proteina C.

5.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE PROTEINA S
Kit comercial reagente (IL) que continha:
Ativador de PC, veneno de A. contortrix contortrix

Plasmas deficiente e controle de proteina S
Tromboplastina bovina calcica.

5.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE ANTITROMBINA
Kit comercial reagente (IL) que continha:
Fator Xa bovino.

Substrato cromogeénico e plasma calibrador para AT 111

5.6 PESQUISA DE RESISTENCIA A PROTEINA C ATIVADA

Kit reagente comercial (IL) que continha:
Plasma humano deficiente em fator V
Reativo para tempo de tromboplastina parcial ativada - TTPA

Proteina C Ativada humana em cloreto de calcio
Cloreto de cilcio
Plasmas controle liofilizados com e sem RPCA.



5 7 EXTRACAO E PURIFICAGCAO DO ACIDO
DESOXIRRIBONUCLEICO - DNA
Kit comercial obtido da GENTRA.

5 . 8 PESQUISA DO FATOR V DE LEIDEN E DA PROTROMBINA
MUTANTE G20210A

Tampoes (Pharmacia)

Primers para FVL e PTCR. (GIBCO-BRL)

Enzima Taq Polimerase.(GIBCO-BRL)
Enzimas Recombinantes Mn/ 1 (Moraxella nonliquefaciens), (Biolabs, Bevetly), e Hind

0T (Haemophilus influenzae R), (Life Techologies, Rockville)
Agua Milli Q
Marcadores de peso molecular (GIBCO-BRL).

6 METODOS

6 . 1 COLETA DAS AMOSTRAS

Conforme citado acima, foi respeitado o Cédigo de Helsinque (2001), e a entrevista
e coleta s6 ocorriam apds o consentimento livre e esclarecido dos pacientes ou
responsaveis, se era menor.

No Laboratério de Hemostasia a etapa pré-analitica reflete no resultado da analise
tanto quanto as variaveis do processo analitico em si, devido a natureza altamente reativa
das plaquetas, a labilidade das proteinas plasmaticas da coagulagdo (Lee et al.,, 1998) e a
complexidade das reagdes envolvidas nos testes. Além disso, a sensibilidade dos sistemas
de reativos e equipamentos tem aumentado muito nos dltimos anos (Leppinen & Dugué,
1998; Nelson, 1999).

As coletas de sangue foram realizadas no setor de flebotomia do Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital das Clinicas. No momento do contato com o paciente a
abordagem inicial era um esclarecimento de que se tratava o trabalho. O paciente foi
atendido em ambiente amistoso, com privacidade para a entrevista, por cerca de meia hora
até o momento da coleta. O estado geral era observado, para que a coleta de sangue
ocorresse com o paciente tranquilo, devidamente motivado para participar do estudo e

cuidar da prépria saide (Garrafa, 1999; Oselka & Troster, 2000).



O paciente SBV fazia uso de Marevan, medicamento antivitamina K (AVK) (Stryer,
1996). Tendo em vista que as proteina C e proteina S sao vitamina K-dependentes, a coleta
para AT III foi feita no curso do AVK, e o paciente foi orientado pelo seu médico a
suspender a medicagao oral por 21 dias (Mateo et al., 1998), sendo substituida, a critério
médico, por heparina subcutanea. Este procedimento era orientado e supervisionado pela
médica responsavel pelo paciente, Dra. Maria da Conceigao Barros Correia.

Uma amostra de cerca de 9 ml de sangue venoso foi extraida de veia periférica,
usando uma seringa de plastico nova descartavel, distribuiu-se a amostra num primeiro
tubo estéril e descartavel, onde eram colocados 4 ml para estudos em Biologia Molecular, e
somente depois, era colocada a amostra em tubo estéril e descartavel para 4,5 ml de vidro
siliconizado para os ensaios da hemostasia. Os tubos (Becton & Dickinson, Franga) para
hemostasia continham anticoagulante citrato trissodico a 3,8% (0.129 M), e, para a Reagao
em Cadeia da Polimerase, PCR, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), conservando a
relacdo sangue/anticoagulante em 9:1 (NCCLS, 1998).

Apobs a coleta o sangue era centrifugado a 1500g por 15 min. Apds a primeira
centrifugagdo, o plasma citratado era separado cuidadosamente, para evitar a camada
plaquetaria, colocado em tubo de polietileno e centrifugado novamente nas mesmas
condi¢Oes. Apds a segunda centrifugacao, retirava-se o plasma evitando-se o fundo do tubo
e colocava-se em microtubo plastico com tampa, para o congelamento, depois de
devidamente rotulado com nome, data, e se era em uso de Marevan ou heparina, quando
era o caso. As plaquetas deste plasma eram contadas em contador eletronico de células
(Coulter T 890, Beckman Coulter Inc., EUA). A dupla centrifugacao foi realizada para se
obter um plasma pobre em plaquetas. Quando presentes, as plaquetas interferem nos testes
envolvendo fosfolipideos (Lee et al., 1998). A contagem de plaquetas do plasma para
provas em trombofilia deve ficar em, no méximo, 10000/mm’. Porém, o ideal é que
fiquem abaixo de 5000/mm’ (Triplett, 1998; Nelson, 1999).

As proteinas em estudo podem ser conservadas a —20°C por um més, e a —80°C
por 6 meses (Greengard et al., 1994). Uma vez obtido o plasma pobre em plaquetas, este

era congelado a -20°C até a realizagdo dos testes. Neste momento, eram descongelados por

5 min em banho-maria a 37°C.

6.2 FUNCIONAMENTO DO ANALISADOR ACL 7000
Os testes foram realizados em coagulémetro modelo ACL 7 000 (IL), do Setor de

Hemostasia do Laboratério Paulo Loureiro (Recife), que muito gentilmente cedeu suas



instalagdes e o coagulometro para que fossem procedidas as analises. Este aparelho tem
sistema totalmente automatizado de pipetagem de plasmas e reativos, dilui¢Oes, realizacao
das curvas de calibragao, leitura das reacGes e impressio de resultados. Os testes
coagulométricos eram lidos por nefelometria e ensaios de atividade por técnica
cromogeénica. As curvas de calibragdo eram realizadas com plasma calibrador comercial
liofilizado (IL), assim como todos os reagentes utilizados, inclusive os plasmas de controle
normal e anormal, que eram testados juntamente com os plasmas-teste, nas mesmas
condi¢des. Inicialmente, um TPAE e TTPA eram feitos para todas as amostras, para
excluir anormalidades da Hemostasia ou eventual presenca de anticoagulantes (Mateo,

1998). Desse modo, também ja se determinava a taxa do fibrinogénio.

6 .3 DETERMINACAO DE ATIVIDADE DA PROTEINA C

No equipamento, a proteina C do plasma-teste ¢é ativada in vitro pela fracao
protéica derivada do veneno de serpente A. contortrix contortrix, e quantificada
posteriormente utilizando um substrato cromogénico sintético. Valores normais: 69 a

134%. O teste ¢ insensivel a concentracbes de heparina até 2 Ul/ml.

6 .4 DETERMINACAO DE ATIVIDADE DE PROTEINA S

No equipamento ACL 7000, proteina C ativada complexa, em presenga de
fosfolipideos e calcio, com seu cofator, a proteina S do plasma-teste, e degrada o fator Va.
Esta degradagio ¢é monitorada usando o tempo de protrombina (ITP). O grau de
prolongacao do tempo de protrombina fornece a medida da atividade funcional da proteina
S. A partir de um plasma normal 100%, de um 50% e de um deficiente 0%, o equipamento
realiza uma curva de calibracdo, calculando dai os valores das atividades das amostras. A
faixa de linearidade da curva esta entre 10% e 150%. O teste é insensivel a concentracoes

de heparina até 2 UI/ml. Os valores normais estiao entre 60% a 140%.

6.5 DETERMINACAO DE ATIVIDADE DE ANTITROMBINA

O principio do teste automatizado para AT III IL baseia-se na formagao de um
complexo entre a antitrombina presente na amostra de plasma e um excesso de heparina
contida no reagente Fator Xa. Este complexo heparina-antitrombina reage por seu turno
com um excesso de trombina formando um complexo inativo. O Fator Xa ativado residual
cliva substrato cromogénico sintético. A paranitroanilina liberada é monitorada a 405 nm e

¢ inversamente proporcional a taxa de AT III da amostra teste.



Os valores de atividade esperados sao de 76% a 122%.

6 .6 PESQUISA DE RESISTENCIA A PROTEINA C ATIVADA

No ACL 7000, amostras de plasma sio pré-diluidas com plasma reagente deficiente
em fator V e incubadas com a cefalina. A coagula¢io é disparada pela adigao do cloreto de
calcio na auséncia e presenca de PCA e o tempo de formacao do coagulo ¢ registrado. A
relacdo entre os tempos obtidos neste tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)
especial com proteina C ativada (PCA) e sem PCA permite observar a prolonga¢ao normal
do TTPA pela PCA. Na RPCA, a inativagao do fator Va ¢ ineficaz, de maneira que o
TTPA com PCA ¢ curto, e a relagio ¢ menor. Nos equipamentos modelo ACL, valores de
relagio entre 2 e 3,5 sdo considerados normais. No entanto, cada laboratério deve
estabelecer seu ponto de corte, ou seja, resultados iguais ou abaixo dele sao considerados
positivos, acima dele sio considerados sem a RPCA. Foi obtida a média de trinta pessoas
normais de acordo com a orientagao do fabricante, entdo esta média foi multiplicada por
um fator fornecido por ele: 0,8. Assim, o ponto de corte ficou em 2,04. Admitiu-se que
qualquer valor igual ou abaixo de 2,04 era tido como positivo, e acima disso, como

negativo.

6 .7 DETERMINACAO DO FIBRINOGENIO
O fibrinogénio foi derivado da reacao do tempo de protrombina (IL).
Concentracoes de 1 U/ml de heparina nio interferem com o teste. Os valores normais

estao entre 2,0 g/la 4,5 g/1.

6.8 EXTRACAO DO DNA
A extragao e purificagago do DNA foi realizada a partir de amostras de sangue

periférico total anticoagulado com EDTA, utilizando kit comercial obtido da GENTRA. O

DNA purificado foi conservado a —80° C até o momento do PCR.

6 .9 PESQUISA DO FATOR V DE LEIDEN E DA MUTAGCAO G20210A
DA PROTROMBINA

O FVL e a mutagcao G20210A da regiao de controle da protrombina (PTCR) foram
detectados por PCR.

A amplificagao foi realizada utilizando primers que flanqueiam a regiao do fator V

codificadora do sitio de clivagem da Proteina C ativada, no caso do FVL, e a PTCR para a



protrombina mutante. A PCR foi realizada em 35 ciclos, consistindo em desnaturagao a 94°
C, anelamento a 60° C e extensio a 72° C.

O produtos amplificados foram digeridos com as respectivas enzimas de restri¢ao:
Mnll para o FVL, e Hind 111 para a PTCR, a 37° C durante 12 h. Os produtos de
amplificagdo e os de restricao foram visualizados em gel de agarose a 3%, apods eletroforese
a 120 V e coloragio com brometo de etideo. A documentacdo da corrida eletroforética foi
feita através de fotos (Polaroid).

Os padroes eletroforéticos para o FVL esperados apds o tratamento com as
enzimas de restricao foram:

¢ Normais: 120 e 42 pares de bases (pb).

¢ Heterozigotos: 162, 120 e 42 pb.

¢ Homozigotos: 162 pb.

Os padroes eletroforéticos esperados para a mutagao PTCR G20210A foram:
¢ Normais: 322 e 23 pb.
¢ Heterozigotos: 345, 322 e 23 pb.

¢ Homozigotos: 345 pb.



7 RESULTADOS

O estudo de TPAE e TTPA revelou resultados normais.
A avaliagao da atividade plasmatica de PC, PS, AT III e a dosagem do fibrinogénio

apresentou-se dentro da faixa de normalidade (Tabela 1).

Tabela 1. Atividades plasmaticas de Proteina C, Proteina S, Antitrombina III

e dosagem do fibrinogénio em paciente jovem (SBV) com trombose venosa

profunda e seus pais.

Proteina C Proteina S Antitrombina III Fibrinogénio
(o) (o) (o) (/1)
SBV 65 71 100 2,66
Pai 121 141 93 2,08
Mae 137 125 108 2,99

b

O paciente SBV e o seu genitor apresentaram RPCA, enquanto que a mae teve

resultado negativo para RPCA (Figura 2).
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Fig 2. Resultado da Pesquisa de Resisténcia a Proteina C Ativada em

paciente jovem (SBV) com trombose venosa profunda e seus pais.

O paciente SBV e seu genitor apresentaram padroes de migragdo em eletroforese
em gel de agarose na pesquisa do FVL semelhantes: 162, 120 e 42 pb. A migracio do DNA
materno apresentou duas bandas: 120 e 42 pb (Figura 3).

Para a pesquisa do FII G20210A, os trés membros da familia apresentaram padrio
de migragao com 322 e 23 pb (Figura 4).

A pesquisa do FVL em SBV e pais evidenciou resultados compativeis com a
presenca do alelo FVR506Q) em heterozigose para o paciente atingido e seu pai (Figura 3) e
auséncia do FVL na sua mae.

Nio foi identificada a mutagdo G20210A da protrombina em SBV ou seus pais
(Figura 4).
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Figura 3. Pesquisa do Fator V de Leiden em paciente jovem com trombose
venosa profunda e seus pais. (Raias de 1 a 7). Raia 1: mie de SBV Raia 2: pai de
SBV Raia 3: SBV Raia 4: controle heterozigoto. Raia 5: ndo digerido. Raia 6: Agua
Milli Q. Raia 7: Marcador de Peso Molecular.



Figura 4. Pesquisa da mutagdo G20210A da protrombina em paciente jovem
com trombose venosa profunda (SBV) e seus pais. Raias de 1 a 7. Raia 1: Marcador
de Peso Molecular. Raia 2: Mie. Raia 3: Pai. Raia 4: SBV. Raia 5: Controle negativo.
Raia 6: Nio digerido. Raia 7: Agua Milli Q.

A Figura 5 sistematiza os resultados obtidos na avaliagao laboratorial, clinica e
epidemioldgica da familia de SBV. Os individuos estudados estdo em algarismos arabicos.
Os algarismos romanos indicam trés geracoes da mesma familia. O paciente atingido por
TV e FVL ¢ o tnico caso comprovado de trombose na familia, que relata a morte dos avos

paternos de SBV por enfarto fatal, inclusive a av6 aos 58 anos.



I1

III1

Figura 5. Trés geragdes da familia com FVL. Os quadrados representam o
sexo masculino, os circulos o sexo feminino, e a linha em diagonal simboliza
ascendentes da familia mortos. O simbolo meio-preenchido (1) representa o genitor
com a mutagdo em heterozigoze, sem historia de trombose. A genitora (2) também
sem historia de trombose e sem o FVL. O simbolo cheio (3) representa SBV
portador do FVL em heterozigose e epis6dio de TVP. Os individuos nao-marcados

com arabicos sdo os ascendentes de SBV, nido estudados.



8 DISCUSSAO

A metodologia utilizada neste trabalho é de uso padronizado em laboratérios de
analises clinicas, com kits reagentes comercialmente disponiveis no mercado. De um modo
geral, para investigacdes de deficiéncias de PC e AT III, o teste que consegue abranger as
deficiéncias do tipo I (deficiéncia de atividade, com quantidade de proteina normal), e do
tipo II (deficiéncia de atividade e quantidade de proteina), ¢ o ensaio de atividade de
proteina, utilizado neste trabalho. A identificagio de mutagdes nas deficiéncias hereditarias
de anticoagulantes nao ¢ praticavel por apresentarem consideravel heterogeneidade genética
(Greaves & Baglin, 2000).

Foi utilizada a técnica funcional para a pesquisa de deficiéncia de PS, embora a
literatura relate possiveis interferéncias da eventual presenca de anticorpos anticardiolipina
e RPCA, ou ainda alguns ensaios que niao fazem boa distingdo entre PS livre
(fisiologicamente ativa) e ligada com C4b do complemento (Greaves & Baglin, 2000). A
metodologia funcional era a unica disponivel na ocasido do trabalho. Sugere-se o estudo
futuro da PS antigénica na familia.

A dosagem do fibrinogénio derivado ¢ um ensaio reprodutivo e confiavel, e a
hiperfibrinogenemia tem valor predictivo para trombose arterial, embora ainda nido esteja
clara a relagao do fibrinogénio com a TV.

A metodologia coagulométrica automatizada para RPCA, e a pesquisa por PCR do
FVL e da mutagao G20210A da protrombina utilizadas neste trabalho sdao razoavelmente
robustas e reprodutiveis, consistindo nas técnicas atualmente aceitas para diagnostico das
trombofilias.

SBV, portador do FVL em heterozigose apresentou episédio de TVP apds
contusao em tenra idade. Entretanto, seu pai igualmente portador do alelo FVL até a idade
atual ndo apresentou sintomas comprovados de trombose. A analise desta familia evidencia
a variabilidade das manifestacGes fenotipicas do FVL, e a sua baixa penetrancia na
populacio em geral (De Stefano ef al, 1999; Cui et al, 2000). A propdsito, a literatura
mundial refere o FVL ora como mutacdo, ora como polimorfismo. Os conceitos de
mutagao e polimorfismo sensu strictu diferem entre si. Os compéndios de Genética e

(13

Bioquimica referem polimorfismo como “... alelo incomum que nio causa doeng¢a”; ou
ainda “... seqiiéncia variavel de DNA que pode existir sob varias formas diferentes, embora
relacionadas entre si”. Em contrapartida, a definicdo de mutagao ¢é dada desde

“modificagdo na sequiéncia do DNA”, que nao difere muito do conceito dado a



(13

polimorfismo, até “.. alelo anormal que causa doenga” (Fincham, 1994; Lewin, 1994;
Garret & Grishan, 1995; Ross, 1997; Otto, 1998; Brown, 1999).

Apesar da controvérsia de nomenclaturas para referéncias ao FVL, ambos os
termos podem ser utilizados: polimorfismo, pois esta presente em mais de 1% da
populagao em geral, e mutagiao pois é consenso o seu papel na TV (Franco, 2001); embora
haja evidéncias de que portadores deste alelo podem ter diferentes evolugdes clinicas
(Heijmans e al, 1998; De Stefano et al, 1999; Cui et al, 2000), sugerindo uma possivel
interagdo com outras variaveis surgidas ao longo da evolu¢ao humana. O FVL talvez nao
tenha sido sempre deletério. Em épocas pré-historicas, a sua alta prevaléncia talvez
oferecesse alguma vantagem seletiva, pois os riscos de acidentes traumaticos e de
hemorragias obstétricas eram grandes. Um leve estado de hipercoagulabilidade poderia
conferir alguma protecao naquelas situagoes (Hajjar, 1994; Dahlbick, 1995; Soares, 1999).
No entanto, na vida contemporanea as doengas cardiovasculares sio das primeiras causas
de morte. Em relatério de 1997, a SUDENE mostra que a mortalidade por doengas do
aparelho circulatério no Nordeste tem aumentado nos ultimos anos (SUDENE, 1997). Em
artigo recentemente publicado, Birolini (2001), descreveu as doencgas cardiovasculares
como a primeira causa de morte no mundo ocidental, seguida pelas doengas infecciosas e
parasitarias, neoplasias e causas externas.

O FVL tem distribui¢do mundial geografica e étnica, com significativa freqiiéncia
entre caucasianos. Estudos de freqiiéncia do FVL nas populacOes asidticas, negras e
amerindios nao identificaram o alelo R506Q) do FV da coagulacao (Rees e a/, 1995; Zivelin
et al., 1997; Zago et al, 1999; Luccote & Mercier, 2001). O Brasil tem origens étnicas
bastante heterogéneas com variagoes entre as regides do pafs, conforme foi feito o
povoamento da América, a colonizagdo e os movimentos migratorios ao longo dos séculos
em que se forjou o povo brasileiro (Resende & Didier, 1996; Callegari-Jacques & Salzano,
1999; Santos ez al., 1999; Zago et al., 1999). De maneira que em Pernambuco terfamos
origens principalmente portuguesas, africanas, indias e holandesas (Santos & Guerreiro,
1995). Estudos bioquimicos, moleculares ou epidemioldgicos locais das trombofilias
permitirdo melhor compreensio do papel deste alelo na populagao.

Portadores do FVR506Q) em heterozigose tém um aumento de sete a oito vezes no
risco para TV, enquanto que em homozigose o risco aumenta para oitenta vezes
(Rosendaal ez al, 1995; Lens et al, 2000). O risco de recorréncia do episédio TE em
heterozigotos ainda nao esta claro, e em homozigotos ¢ aumentado (De Stefano e7 al,, 1999;

Seligsohn & Lubetsky, 2001). O paciente SBV apresentou FVL em heterozigose, e sofreu



um episoédio de TVP muito jovem, em coadjuvancia com o trauma no membro atingido,
mas nao refere recorréncia. De Stefano e al. (1999) estudaram 624 pacientes com historia
de TVP e encontraram que em heterozigotos para FVL o risco de recorréncia nio difere de
pacientes com TVP sem a mutacio. E necessirio considerar que o paciente SBV tem
acompanhamento médico e farmacoldgico profilatico regular.

Como descrito acima, nao se dispoe de dados atualmente sobre a penetrancia do
alelo FVL na regiao Nordeste. No entanto, a literatura mundial refere o FVL como uma
mutacdo de baixa penetrancia, e que parece interagir com fatores raciais e ambientais (Cui ez
al., 2000). O pai de SBV, portador em heterozigose desta mutagao, até o presente momento
refere estar assintomatico, sem situagdo de risco conhecida e sem profilaxia. Mais de 50%
dos individuos heterozigotos para deficiéncia de PS, PC, AT III desenvolve trombose entre
15 e 40 anos, enquanto que 85% sofre um evento tromboembolico até os 50 anos. Ja os
portadores do FVL tém risco para trombose menor do que nas deficiéncias de PC, PS e
AT III e podem permanecer assintomaticos, apresentando um primeiro episoédio
tromboembodlico depois dos 60 anos. A avo paterna de SBV sofreu enfarto fatal aos 58
anos e poderia ser portadora do FVL, embora o papel do FVL nas tromboses arteriais
ainda ndo seja totalmente esclarecido (Yang ef al., 1998; Celik ez al, 2001; Verdu ez al, 2001).

E importante recordar que a partir dos 45 anos aumenta o risco para trombose.
Entretanto, investigagao realizada em 1998 por Heijmans e colaboradores indicou que a
heterozigose para FVL nio afetou a mortalidade da populacao estudada. De qualquer
modo, o pai de SBV nio refere trombose, mas é portador do FVL, tem histéria familiar
positiva, mais de dois parentes em primeiro grau com relato de trombose — seus pais (0s
avos de SBV) e SBV, tem possivelmente um risco relativo para acidentes tromboembélicos
maior que os nao portadores da mutagao, aliado ao fato de que esta alcangando a idade na
qual o risco aumenta. A sugestio de terapéutica profilatica em situagoes de risco, com
acompanhamento regular deste individuo ¢ indicada (Dahlbick, 1995; Lensen e a/, 2000,
Seligsohn & Lubetsky, 2001). A identificacao de familiares dos pacientes afetados se mostra
de importancia epidemiolégia e profilatica, pois a relacio custo-beneficio da preven¢ao do
TE ¢é consideravelmente melhor que o seu tratamento. Ademais, abre-se a possibilidade de
estudos prospectivos da evolugao destes pacientes (van der Sande ez a/., 2001).

Analisando o episédio de TV de SBV, pode-se remeter a conhecida trfade de
Virchow:

¢ fator parietal - lesao endotelial;

¢ fator hemodinamico — estase sangiinea;



¢ fator hematico  (alteracio da  composi¢dlo do  sangue —

hipercoagulabilidade).

SBV teve na contusio do membro inferior o trauma, onde ha exposi¢io de
colageno subendotelial pela lesao, liberagio de ADP pelas células lesadas, o que leva a
ativagao plaquetaria e alteragoes de carga elétrica da superficie da parede venosa (Brum,
1989).

SBV jogava futebol antes da contusdo, ou seja, praticava exercicio. Exercicios
vigorosos podem promover trombocitose fisiolégica reativa que pode persistir por uma ou
duas semanas, resultado da mobilizacdo de cole¢bes de plaquetas extravasculares, sem ter
necessariamente aumento na sua producdo. No entanto, a plaquetometria se normaliza e
complica¢bes tromboembolicas ou hemorragicas relacionadas com trombocitose transitoria
sao raras em pacientes hematologicamente normais (Lee e a/, 1998). Entretanto, a mutagao
FVR506Q confere uma maior estabilidade ao fator Va e ao fator VIIIa. Lee ez al, (1998)
relatam que plaquetas “em repouso” ligam apenas tracos de FV, e plaquetas ativadas ligam
quantidades significativas desse fator e o ativam especificamente. Como citado
anteriormente, o trauma pode promover lesio endotelial e ativagio plaquetaria (Gewitz ez
al., 1986). SBV sofreu uma contusio, onde possivelmente houve mobilizacio de cole¢oes
plaquetarias pos-exercicio, e sua ativagao por fatores teciduais liberados. Desse modo, as
plaquetas em maior quantidade e ativadas, podem ter promovido ativa¢ao direta do fator V,
que no caso de SBV, ¢ resistente a acao da PCA, o que teria ocasionado uma maior
hipercoagulabilidade, e um microambiente favoravel para a formagao de trombos.

O fator V é um regulador central da hemostasia. F ativado proteoliticamente a fator
Va pela trombina, e interage com o fator Xa e calcio, em superficie fosfolipidica de
membrana plaquetaria para formar o complexo protrombinase. Este complexo converte a
protrombina em trombina (Lee ¢# al, 1998; Lourenco, 1997; Yang e al, 1998). O fator Va é
alvo proteolitico da PCA, que inativa fator Va tanto de origem plaquetaria como
plasmatica. A acio inativadora da PCA sobre o FVa ¢é pré-requisito para a inibigao do fator
fator VIIIa (Lee et al, 1998; Gale ez al., 2000). Como descrito acima, o FVL resiste a essa
acao inativadora da PCA, levando a um estado de hipercoagulabilidade (Seligsohn &
Lubetsky, 2001).

Cerca de 25% dos portadores do FVL desenvolvem TV e/ou TEV antes dos 40
anos. Fatores ambientais e adquiridos como o trauma, o anticorpo lupico, a anticardiolipina
e outros podem ter papel desencadeante da TV em pacientes jovens com o FVL, sendo a

extremidade inferior e pelve os locais mais freqientes da TV (Brum, 1989; Gonzalez ¢f al,



1996; Tierney et al, 1999). Os coagulos surgidos nas veias profundas de extremidades
inferiores podem se desprender e provocar a EP, complicagao mais freqiiente da TV e
importante causa de internagao e morte. O paciente SBV sofreu TVP de membro inferior
esquerdo, sem embolizagao (Hull ez al, 1998; Tierney et al, 1999; Incidéncia..., 1999).

A concomitancia do FVL com a mutacdo da protrombina G20210A leva a um
estado de alto risco trombotico (De Stefano ez al., 1999; Meyer ¢t al., 2001). A mutacdo da
regido nao transcrita do gene da protrombina esta associada a taxas elevadas de Fator II
plasmatico, e representa o segundo mais frequente fator de risco para TV, precedido pelo
FVL (Poortt ¢t al., 1996; Meyer ef al., 2001).

Niao foi identificada a mutagdo da protrombina G20210A em SBV ou seus pais.
Este achado teria relagdo com a evolugio clinica de SBV e seu pai, até agora assintomatico
e SBV sem recorréncia. Como citado acima, o risco para recorréncia de TV em pacientes
heterozigotos para FVL parece ser semelhante aos nao-portadores da mutagao (De Stefano
et al, 1999), embora estudos prospectivos tenham mostrado que a evolugao destes
pacientes pode ser variavel. E importante ressaltar que maiores investigacdes sdo

necessarias.



9 CONCLUSOES

¢ Nio fol identificada a mutacdo do gene da protrombina G20210A em SBV e

seus pais.

¢ Naio foram identificadas nas amostras estudadas anormalidades de atividade de

PC, PS ou ATIII, bem como no TPAE, TTPA e na taxa de fibrinogénio.

¢ Paciente SBV e seu genitor apresentaram resultados compativeis com a
mutacao FVR506QQ em heterozigose, enquanto em sua genitora nao foi

identificada a mutacio.

¢ O paciente SBV e seu pai apresentaram fenotipo de RPCA. Sua mae apresentou

fenétipo negativo para RPCA.

¢ A heranga genética de SBV para o FVL provavelmente vem do lado paterno. O
estudo dos seus avos paternos nao foi realizado, mas possivelmente um dos
membros (ou ambos) poderia ter sido portador da mutagio FVR506Q), ja que a

avo morreu a0s 58 anos, e a familia relata o enfarto como causa.

¢ B provavel que a concomitincia e/ou interagio da mutacio FVR506Q (FVL)
com os fatores ambientais - contusao e exercicio - tenham desempenhado papel

importante na etiopatogénese do evento de TVP de SBV.
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ABSTRACT



Inherited disturbances of the coagulation and fibrinolysis have been associated with
thrombophilia. Trauma can be a precipitant of the deep vein thrombosis (DVT) in Factor
V Leiden (FVL) carriers, the most common polymorphism cause of hereditary
thrombophilia. The objective of this study was to analyze the case of a 15 years old boy, his
parents and a control group. The boy at 13 presented DVT of the leg after exercise and
trauma. His paternal grandfather died of thrombosis. His mother’s pregnancy was a
normal, single birth delivery. The study included the following analysis: plasmatic Protein C
(PC), Protein S (PS), Antithrombin IIT (AT III) activities, Activated Protein C Resistance,
(APCR) and level of fibrinogen; searched FVL and Prothrombin Mutation FII
G20210A.Commercials kits of IL (Spain), were utilized in an automation machine ACL
7000 for phenotype tests, and commercial kit for DNA assays, after their purification with
a kit (GENTRA). The patient and his father were heterozygote for FVL and had APCR.
His mother was unaltered. The other tests were normal. The prothrombin G20210A
mutation did not identify in this family. The odds for developing thrombosis in FVL
carriers is less than ATIII, PC or PS deficiency. However, FVL associated with other
disturbances like FVR306Q or FII G20210A, acquired causes or environmental influences
increase the risk of thrombosis. The patient had, at least, three factors of risk: FVL, forced
exercise and trauma. His father has the FVL and strong family history. The
recommendation consists of prophylaxis in risk situations and prospective follow up. The
work indicated the necessity efforts in researches of hemostasis physiology, of genetics
interactions in Brazilian gene pool with environmental variables, by regions of country, and

their phenotype manifestations.




ANEXOS

FORMULARIO DE INSCRICAO DO PACIENTE

NOME: HOSPITAL:



ENDERECO:

CEP: FONE: DATA 1* COLETA:
NUMERO PRONTUARIO: DATA 2" COLETA:
IDADE: SEXO: COR:
TVP:___ TEP: IAM:___
AVC:____ TROMBOSE ARTERIAL:
DATA DO EPISODIO
RECORRENCIA:
USO DE MEDICACAO:
PARIDADE: SIM_____ NAO_
ABORTO/PERDA FETAL: QUANTOS:
HISTORIA FAMILIAR DE TROMBOSE: SIM___ NAO_____
DIABETES: NEOPLASIA:
TABAGISMO: ETILISMO:
TRAUMA: OBESIDADE:
HEPATOPATIA: HIPERLIPIDEMIA /DISLIPIDEMIA:
GRAVIDEZ: HCV:
CIRURGIA: HIV:
DOENCA AUTOIMUNE: ACO:
TRH: MENOPAUSA:

OUTROS:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO



identidade numero

bl >]

, autorizo que seja efetuada em mim a coleta de 1 (uma) amostra

de sangue venoso de 9,0 ml, com a finalidade de investigagao diagnostica laboratorial da
minha causa de trombose. Tenho conhecimento que a coleta de sangue me trara riscos
minimos, que sao: posso ficar tonto(a), o lugar da pun¢ao pode ficar roxo, ou prejudicar a
irrigacdo de sangue para minha mio e brago, nio havendo expoliagio de sangue com a
coleta na quantidade adequada para minha idade e condicGes clinicas. Sei também que os
riscos de contaminagdo sio minimos ou inexistentes, porque serdo utilizados materiais
descartaveis estéreis para a coleta, apropriados para flebotomia e de uso corriqueiro em
laboratério clinico. Estou certo (a) que posso sair da pesquisa a qualquer momento, sem
sofrer quaisquer repressao ou danos, e que meu sangue sera utilizado exclusivamente para
esta pesquisa. Fui informado (a) que nao gastarei nada. Fui informado (a) que terei garantia
de sigilo e privacidade quanto aos meus dados pessoais fornecidos. Os resultados serdo
incluidos em pesquisa de Mestrado de autoria de Maria Emilia dos Santos, “Defeito
Bioquimico em Fator V, Fator V de Leiden, em Paciente Jovem com Trombose Venosa
Profunda, estudo de caso”. Tenho em meu beneficio, o diagndstico laboratorial

identificado e a possibilidade da profilaxia de recorréncia de trombose.

Recife, de de 2000

VOLUNTARIO MAIOR DE 21 ANOS

TESTEMUNHA TESTEMUNHA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO



Eu identidade

ol >]

numero autorizo que seja efetuada no meu filho(a) a coleta de 2

>

(duas) amostras de sangue venoso de 9,0 ml cada, com intervalo de 21 dias entre a primeira
e a dltima, com a finalidade de investigagio diagnostica laboratorial da sua causa de
trombose. Tenho conhecimento que a coleta de duas amostras de sangue lhe trara riscos
minimos, que sao: meu filho (a) pode ficar tonto (a), o lugar da pungao pode ficar roxo, ou
prejudicar a irrigacao de sangue para sua mao e brago, nao havendo expoliacao de sangue
com duas coletas na quantidade adequada para sua idade e condi¢oes clinicas. Sei também
que os riscos de contaminagao sio minimos ou inexistentes, porque serdo utilizados
materiais descartaveis estéreis para as coletas, apropriados para flebotomia e de uso
corriqueiro em laboratério clinico. Estou certo que meu filho (a) pode sair da pesquisa a
qualquer momento, sem sofrer quaisquer repressio ou danos, € que seu sangue sera
utilizado exclusivamente para esta pesquisa. Fui informado (a) que nio gastarei nada. Fui
informado (a) que terei garantia de sigilo e privacidade quanto aos dados pessoais
fornecidos do meu filho . Os resultados serdo incluidos em pesquisa de Mestrado de
autoria de Maria Emilia dos Santos, “Defeito Bioquimico em Fator V, Fator V de Leiden,
em Paciente Jovem com Trombose Venosa Profunda, estudo de caso”.

O meu (minha) filho (a) tem em seu beneficio, o diagnéstico laboratorial
identificado e a possibilidade da profilaxia de recorréncia de trombose.

Recife, de de 2000

RESPONSAVEL
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