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RESUMO

A trombose é reconhecidamente uma doenga de cardter multifatorial e sua
ocorréncia estd relacionada a presenca de fatores genéticos e/ou adquiridos. Um risco
herdado de trombose, incluindo a variante do fator V — Fator V de Leiden (FVL) — e da
protrombina, podem predispor a necrose avascular (AVN) em pacientes com doenca de
Gaucher (DG) ou a outros eventos tromboembdlicos em individuos com a doenga de Fabry
(DF). Como ndo existem exames laboratoriais ou marcadores clinicos Uteis para prever quais
pacientes com estas doengas lisossomais podem desenvolver tromboembolismo, o presente
estudo foi realizado para verificar se existe uma predisposicio hereditadria a
hipercoagulabilidade em pacientes com estas doencas e que possa estar associada a
desfechos clinicos. A andlise foi realizada por PCR em tempo real, com DNA gendmico
extraido de 39 pacientes com a DF e de 42 pacientes adultos com DG. Ao unirmos estes dois
grupos de pacientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), a frequéncia da variante
no gene da protrombina foi de 2,47% e do fator V Leiden foi de 6,17%. Analisando esses
fatores genéticos de predisposicao a trombofilia, ndo encontramos aumento da frequéncia
em pacientes com DG e DF com eventos tromboembdlicos, embora quando comparadas as
prevaléncias dessas variantes com a populacao geral. Estudos em coortes maiores e,
possivelmente, a inclusdo de fatores adicionais podem ser necessarios para determinar se

existe de fato alguma correlagdo.



INTRODUCAO

1.1. Cascata de Coagulagao

O aparelho circulatério humano constitui-se de um sistema de tubos fechados, que
impede que o sangue extravase para banhar diretamente os tecidos. Os fatores vasculares e
sanguineos devem estar em equilibrio, permitindo que o sangue permaneca liquido no
interior dos vasos. O rompimento desse equilibrio, qualquer que seja a natureza, poderd
levar, além de um extravasamento sanguineo, a uma alteracdo de fluidez, tornando o
sangue um gel, dificultando ou impedindo a circulacdo no local de sua formacao, devido a
massa sélida de sangue formada, chamada trombo. A formac¢do do trombo ou a perda do
sangue (hemorragia) terdo consequéncias variadas, dependendo do local atingido. A
intensidade de ambas (hemorragia ou trombose) vai depender do tamanho das alteracdes e
do grau do desequilibrio atingido (Verrastro, 1999).

O endotélio tem como func¢do impedir a coagulacdo, (1) por servir como barreira
mecanica ao tecido conjuntivo subendotelial, que é altamente trombogénico e que contém
o fator tecidual, e (2) por produzir varios fatores que (a) inibem a agregacdo das plaquetas,
(b) blogueiam o sistema da coagulacdo, e (c) favorecem a dissolucdo dos codgulos. O
coagulo é removido principalmente pela enzima plasmina, formada pela ativacdo da pro-
enzima plasmatica plasminogénio e pelos ativadores do plasminogénio produzidos pelo
endotélio (Carneiro & Junqueira, 1999).

As células endoteliais modulam varios aspectos, frequentemente oponentes, da
hemostasia normal — o endotélio intacto impede que as plaguetas e fatores de coagulacao
entrem em contato com a matriz extracelular subendotelial, que é altamente trombogénica.
Se por um lado, normalmente possuem propriedades antiplaquetarias, anticoagulantes ou
fibrinolitica, através de prostaciclina (PGI2) e éxido nitrico — potentes vasodilatadores e
inibidores de agregacdo plaquetaria; por outro, apds uma lesdo ou ativacdo, sdo capazes de
exercer fungdes prd-coagulantes. O equilibrio entre as atividades endoteliais antitrombatica
e pré-trombdtica determina criticamente se ocorrerd formacao, propagacao ou dissolucao

do trombo (Contran, 2000).
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A lesdo de um vaso sanguineo desencadeia trés importantes mecanismos para
controlar a perda de sangue. Inicialmente, ha a contragao do musculo liso da parede do vaso
lesionado. Posteriormente, ocorre a aderéncia das plaquetas circulantes ao sitio da lesdo
(adesdo plaquetaria) e posterior adesdao de outras plaquetas as ja aderidas ao sitio de lesao
(agregacao plaquetaria), fenomenos que ddo origem ao tampao plaquetario. Finalmente, a
coagulacdo do sangue, que permite, mediante uma rede de fibrina, a consolida¢do do
tampao plaquetdrio com formacdo de tampdo hemostatico (Bozzini, 2004).

A formacado do codgulo de fibrina envolve complexas interagdes nas quais o
sangue perde suas caracteristicas de fluido, sendo convertido em massa semi-sélida,
formando um codgulo irreversivel, pela interacdo do tecido lesado, plaquetas e fibrina. O
mecanismo bioquimico da formagdo do codgulo sanguineo envolve uma sequéncia de
interacGes proteina-proteina (Swenson, 1996). Consiste na conversdo de uma proteina
soluvel do plasma, o fibrinogénio em fibrina, por acdo de uma enzima denominada trombina
(Bozzini, 2004). E uma série de etapas de ativacdo, sequenciais, onde o substrato para cada
enzima (ou complexo enzimatico) é uma pré-enzima que é ativada para atuar na préxima
etapa da reacdo, sequéncia de reacdes denominada “cascata” (Guyton & Hall, 2002).

Existem dois mecanismos relacionados intimamente que, quando
estimulados, podem gerar fibrina. O mecanismo intrinseco refere-se a sequéncia de reagdes
enzimaticas que se inicia quando o sangue entra em contato com a superficie lesada. O
mecanismo extrinseco refere-se a sequéncia de reagdes que ocorrem quando a lesdo de um
vaso sanguineo resultando na liberacdo de extratos teciduais. (Swenson, 1996). Estas duas
vias convergem para a ativacdo do fator X na via comum, levando, a formacgao de fibrina.

As proteinas plasmaticas da cascata de coagulacdo recebem o nome de
fatores de coagulacdao e sdo designados, em sua maioria, por algarismos romanos. Para
indicar sua forma ativada, acrescenta-se a letra “a” minuscula apds o algarismo. O nimero
correspondente a cada fator foi designado por ordem que foram descobertos e nao reflete a
sequéncia das reagdes. Os fatores da coagulacdo podem ser agrupados da seguinte maneira:
a) fatores que se modificam durante a coagulacdo (fatores I, V, VIII e XIll); b) fatores do
grupo da protrombina (fatores Il, VII, IX e X); c) fatores do grupo de contato (fatores Xl e XIl)

(Guyton & Hall, 2002).
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VIA EXTRINSECA

A via extrinseca (Figura 1A) é o meio pelo qual a substancia ativadora da

protrombina é gerada em resposta ao contato do sangue com os tecidos extravasculares.

Ocorre quando a ativacao do fator VII, pelo fator tecidual, produz a ativagdo do fator X

(Bozzini, 2004). O tecido traumatizado libera um complexo de vdrios fatores, denominado

fator tecidual ou tromboplastina tecidual. A tromboplastina (também conhecida como fator

[1l) desencadeia o mecanismo de coagulacdo da via extrinseca, com o fator VII, um complexo

estequiometricamente dependente do cdlcio. O fator VII é transformado em uma enzima

ativa (fator Vlla), que atua sobre o fator X, gerando o fator Xa, dando inicio a via comum

(Guyton & Hall, 2002).
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Figura 1. Cascata de Coagulagdo (Fonte: Anaesthesia UK (Coagulation- classical model))
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VIA INTRINSECA

A via intrinseca (Figura 1B) inicia-se pelo contato do sangue com uma superficie
diferente do endotélio normal e das células sanguineas (Bozzini, 2004). A sequéncia de
reagOes enzimaticas produz o codgulo sanguineo nas diferentes etapas: (a) fase de contato;
(b) a ativacdo do fator X; (c) a formacdo de trombina; (d) a formacdo de fibrina insoluvel
(Swenson, 1996).

A fase de contato envolve quatro proteinas: fator Xll, pré-calicreina, fator Xl e
cininogénio de alto peso molecular (CAPM). Na presenca de CAPM, o fator XI adere a
superficie exposta e é ativado pelo fator Xlla ligado a superficie (Swenson, 1996). As
perturbacdes do sangue fazem com que o fator Xll converta-se em uma enzima proteolitica
(fator Xlla). A calicreina e o cininogénio de alto peso podem modular a ativagdo do fator XII.
Esta lesdo resulta na liberacdo de fosfolipidios plaquetdrios ou fator 3 plaquetario (FP3)
(Franco, 2001).

O fator Xll ativado atua enzimaticamente sobre o fator Xl para ativa-lo, constituindo a
segunda etapa da via intrinseca. O fator Xl atua sobre o fator IX ativando enzimaticamente.
Por sua vez, o fator IXa, ao atuar com o fator Vllla, fosfolipidios plaquetdrios e com o FP3,
ativa o fator X (Guyton & Hall, 2002).

VIA COMUM

A via comum (Figura 1C) inicia com a ativacao do fator X, pela combinagdo de varias
substancias: fator lll, calcio, fator VIl e fosfolipidios teciduais na via extrinseca e, da mesma
forma, o FP3, fator IX e o fator VIl na via intrinseca (Franco, 2001).

O fator X ativado combina-se com os fosfolipidios teciduais ou com fosfolipidios
liberados pelas plaguetas, bem como fator V para formar o complexo denominado ativador
de protrombina (Guyton & Hall, 2002). A substancia ativadora de protrombina inicia a
ativacdo do fator Il (protrombina) em fator lla (trombina), onde a principal acdo da trombina
é a conversdo do fibrinogénio (fator I) em mondmeros de fibrina, que sdo interligados pelo
fator Xl ativado, formando polimeros insoliveis de fibrina. A transformacdo ou
“estabilizacdo” da fibrina solivel em um codagulo de fibrina insollvel é catalisada pelo fator
XIll, na presenca de célcio, onde o fator XlIll normalmente circula no plasma sob a forma de

proenzima inativa e é convertido em sua forma ativa pela trombina (Swenson, 1996).
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Tdo importante quanto a formacdo do coagulo de fibrina, que blogueia a perda de
sangue e repara a parede vascular lesada, é a remogao do codgulo sanguineo, para que
prossiga a circulacdo sanguinea normal. A remocao do coagulo depende de dois processos, a
retragdo do coagulo e a degradacao da fibrina insoltvel (fibrinélise) — dividida em duas fases:
geracdo de plasmina, a partir do plasminogénio, e a acdo proteolitica da plasmina sobre a
fibrina. Esses processos dependem da interacdo entre as plaquetas e as proteinas

plasmaticas (Swenson, 1996).

1.1.1. Trombofilia

A predisposicdo ao tromboembolismo (oclusdo de vaso sanguineo por codgulos,
também chamados de trombos) devido a presenca de fatores genéticos ou adquiridos é
denominada trombofilia (Rodak, 2002). A trombose é uma doenca de carater multifatorial, e
tanto fatores de risco genéticos quanto adquiridos (uso de anticoncepcional oral, gravidez,
imobilizacdo pds-cirurgicas, traumatismo ou doencas malignas), podem estar presentes em
um mesmo individuo, sendo o tromboembolismo resultante da interagdo sinérgica ou nao
entre esses fatores (Franco, 2001).

Pacientes com trombofilia hereditaria exibem uma predisposicdo a trombose
recorrente e, o evento trombdtico ocorre, em geral, antes dos 45 anos de idade. As doencas
tromboembdlicas sdo uma das causas mais comuns de morbidade, incapacitacdo e
mortalidade, com incidéncia na populacao geral de um caso para cada mil individuos por ano
(Poort, 1996; Milani, 2008).

Em contraste com as doencas monogénicas, onde mutacdes em um Unico gene
resultam na doenga, em doencas multifatoriais, como a trombose venosa, diferentes
mutacdes em genes distintos interagem para ocasionar o evento. Desta forma, a
predisposicdo a trombose venosa associada com cada alteracdo genética isolada é
relativamente baixa, porém a presenca de mutagbes em vdrios genes aumenta
significativamente o risco de desenvolvimento da doenca (Franco, 2001).

Os fatores genéticos envolvidos no estudo consistem em duas mutagdes em

diferentes genes que codificam fatores hemostaticos, podendo ocorrer isoladas ou
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combinadas entre si: (1) resisténcia a acdo da proteina C ativada (Fator V de Leiden) e (2)

mutac¢do do gene do Fator Il (Protrombina).

1.1.1.1. Mutagdo Fator V Leiden (p.R506Q)

O fator V é uma glicoproteina de 330 kDa que, quando ativada, potencializa a
conversao da protrombina em trombina. Sua atividade pré-coagulante é inibida por meio da
clivagem pela proteina C ativada nas regides Arg306, Arg506 e Arg679. A substituicdo da
guanina pela adenina na posi¢do 1.691 no éxon 10 do gene do fator V, no cromossomo 1,
resultando na troca da Arginina (Arg) pela Glutamina (GIn) na posicdo 506 da proteina, é a
mutacdo conhecida como fator V Leiden (Bertina, 2001; Norstrom, 2002). Tal alteracdo
reduz substancialmente a inativacdo pela proteina C ativada, pois seu sitio de clivagem esta
alterado, elevando assim a geracdo de trombina e podendo desenvolver um estado de
hipercoagulabilidade (Bertina, 2001).

Os portadores homozigotos para essa mutacao (gendtipo AA) apresentam risco 50 a
100 vezes maior de desenvolver trombose quando comparados aos nao portadores de fator
V de Leiden. Por sua vez, os heterozigotos para essa mutacdo (gendtipo GA) apresentam
esse risco na ordem de 5 a 10 vezes maior. O FVL é detectado em cerca de 3 a 5% da
populagdo caucasdide da Europa e Estados Unidos e em menos de 1% no sudeste da Asia,

Oriente Médio e Africa (Rees, 1995).

1.1.1.2. Mutagdo do Gene da Protrombina (p.G20210A)

A protrombina, ou fator Il de coagulagao, é uma proteina sanguinea sintetizada no
figado na presenca de vitamina K. E precursora da trombina, que ao final da cascata de
coagulacdo induz a formacao de fibrina (Figura 2). Participando também dos mecanismos de
controle de coagulacdo, ligando-se a trombomodulina e ativando o sistema da proteina C,
tem papel fundamental no equilibrio anticoagulante (Poort, 1996).

O gene responsavel pela protrombina contém aproximadamente 21.000 pb,
composto de 14 éxons e 13 introns, localizado préximo ao centrémero no cromossomo 11
(Zivelin, 1998). Essa variante alélica consiste em uma mutacdo pontual, em que ocorre a

troca de uma guanina base nitrogenada por uma adenina na posi¢cdo 20210 do gene da
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protrombina. Essa mutacdo induz um ganho de funcdo, aumentando a concentracdo
plasmatica da protrombina, o que predispde a ocorréncia de trombose, sendo encontrada
em 1-3% da populacdo geral, e em 6-18% do pacientes com tromboembolismo venoso (TEV)

(Poort, 1996).

VIAS PRO-COAGULANTES VIAS ANTICOAGULANTES
Fator X| |«
Protrombina

FatorV |« » Proteina C

v

— Trombina

Fator VIII |« > TAFI

h 4

Fibrina

Fator XIIl |«

Figura 2: Trombina e as vias pré-coagulante e anticoagulante
*TAFI: inibidor da fibrindlise (degradacdo da fibrina) ativado por trombina, capaz de remover residuos

de lisina da molécula de fibrina durante o processo de lise do coagulo.

Pesquisas realizadas na populagdo em geral mostraram frequéncia de 2% para o
genodtipo heterozigoto (Rosendaal, 1998). Esta mutacdo encontra-se com - frequéncia
na populacdo caucasiana e ainda nao foi encontrada em pacientes negros e asiaticos (Hira,
2003). No sul do Brasil, pesquisas em Santa Catarina e Parana apresentaram frequéncias

genotipicas para heterozigose de 15,13% e 7,26%, respectivamente (Herkenhoff, 2012).

1.2.  Erros Inatos do Metabolismo
Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo disturbios de natureza genética que

geralmente sdo causados por um defeito enzimatico que acarreta na interrupg¢do de alguma
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via metabdlica relacionada a falha de sintese, degradacdo, armazenamento ou transporte de
moléculas no organismo (Araujo, 2004; Souza, 2002).

A incidéncia isolada de cada uma das doencas metabdlicas é pequena, no entanto, se
forem contabilizados os dados dos cerca de 700 disturbios conhecidos (Sanseverino, 2000), a
frequéncia se torna mais expressiva, de aproximadamente 1/1.000 nascidos vivos. A
incidéncia e a prevaléncia destas doencgas individualmente variam de acordo com a
composicdo racial e étnica da populacdo, além disso, deve-se considerar que os numeros
baixos podem representar, ndo so6 a raridade dos disturbios, como, também, a subestimacgao
de seu diagndstico (Prietsch, 2006).

Dentre os diversos EIMs, o estudo tem enfoque na Doenca de Fabry (relacionada a
deficiéncia da enzima a-galactosidase) e na Doenca de Gaucher (deficiéncia da enzima beta-

glicosidase acida ou beta-glicocerebrosidase).

1.2.1. Doenca de Fabry

A Doenca de Anderson-Fabry, também conhecido como Doenca de Fabry (DF) foi
relatada de maneira independente e quase simultanea pelos dermatologistas William
Anderson, na Inglaterra e Johannes Fabry, na Alemanha, em 1898 (Werninghaus, 1995).
Trata-se de erro inato do metabolismo dos glicoesfingolipidios (GL), causado por mutacbes
no gene que codifica a enzima lisossdmica a-galactosidase A (a-GAL) (Branton, 2002).

O gene afetado na DF chama-se GALA, tem cerca de 12kb de tamanho e encontra-se
no cromossomo X, na regido Xq22 (Krawczak , 2000). Atualmente foram identificadas mais
de 400 mutacdes, sendo que a maioria das familias possui "mutacGes privadas", ou seja,
mutac¢bes especificas para essa determinada familia (Masson, 2004). Acreditava-se que a DF
s6 afetava os homens e as mulheres eram portadoras assintomaticas, porém foi detectado
que a enfermidade também pode aparecer por uma inativacao aleatdéria do cromossomo X
(Choudhury, 2005).

A reducdo ou auséncia da atividade de a-GAL A leva ao acumulo progressivo de GL
neutros com residuos terminais a-galactosil (sobretudo sob a forma de globotriasilceramida

ou GL-3) no plasma e nos lisossomos (Figura 3), em particular no endotélio vascular,
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produzindo protuberancias no limen dos vasos que causam estreitamentos e dilatacdes,
que progridem para isquemia e infarto, assim como também seu acimulo em outros tipos
de células leva a aumento do tamanho celular e disfungdo visceral (Desnick, 2001), atingindo

principalmente pele, rins, coragao, olhos e cérebro (Branton, 2002; Larralde, 2004).

A

Figura 3: llustragdo
Lipidios
degradadose demonstrando o acumulo de GL, ndo
eliminados
actimulo degradados pela enzima a-GAL dentro do

lisossomo da célula de pacientes com

Doenga de Fabry.

Em doentes do sexo masculino, hemizigotos, muta¢cdes em GALA tem alta
penetrancia, e a maioria apresenta o fendtipo cldssico da doenga (MacDermot, 2001; Wang,
2007). Os sintomas iniciam na infancia ou na adolescéncia, com parestesias e episddios de
dor acral e/ou abdominal (crises do Fabry), intolerancia ao calor, diminui¢cdo ou auséncia de
sudorese, presenca de angioqueratomas (AC) na pele e/ou mucosas e cérnea verticilata.
Entre a terceira e a quarta década de vida ocorre piora desses sintomas e ha um
comprometimento sistémico progressivo com alteracGes cardiacas, renais e cerebrais
(Larralde, 2004; Larralde, 2007). Na auséncia de histéria familiar da doenca, o diagndstico
geralmente é feito tardiamente (idade média de 29 anos), quando ja se desenvolveu dano
visceral irreversivel (Larralde, 2004). Formas mais leves da doenca, as quais se apresentam
tardiamente com afeccdo primaria dos sistemas renal ou cardiovascular, sdo conhecidas
como formas atipicas da DF e ocorrem em doentes com atividade enzimatica detectavel
(Nakao, 2003; Von Scheidt, 1991). Formas de gravidade intermediaria encontram-se entre o
fendtipo classico e as formas atipicas (Whybra, 2001).

Em doentes do sexo feminino, heterozigotas, a doenca tem expressividade variavel

por causa da inativacdo aleatdria de um dos cromossomos X (hipdtese de Lyon). Atualmente
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as heterozigotas ndo sao consideradas apenas portadoras, entretanto a apresentacao clinica
da doencga nas mulheres pode ir do estado assintomdtico a quadro tdo grave quanto ao que

ocorre em homens (MacDermot, 2001; Wang, 2007; Whybra, 2001).

1.2.2. Doenca de Gaucher

A Doenca de Gaucher (DG) é um EIM do grupo das doengas lisossdomicas, sendo a
mais frequente do referido grupo (Scriver, 1996). E de heranca autossémica recessiva, ou
seja, com um risco de 25% a cada gestacdo de casal heterozigoto (Figura 4), podendo

comprometer ambos os sexos (Martins, 1999).

m 1 G g\
1 r 1 ”— Figura 4: A doenca de Gaucher possui

O 0O © 0O 0O 0O 00 hereditariedade autossdmica recessiva, que
P Y GBS GBS S AL .
@ @ (3-5) @ (3-5) @ acomete igualmente ambos o0s sexos.

N=normal, C=portador, G=afetado.
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A doenca é resultante da deficiéncia enzimatica de beta-glicosidase acida (GBA) ou
beta-glicocerebrosidase, o que leva ao excesso de glicolipidios nos macroéfagos, que sao
denominados células de Gaucher. O acumulo destas células leva a eventos fisiopatolégicos
com infiltracdo de massas de células de Gaucher em 6rgaos do sistema reticulo-endotelial,
com consequéncias secunddrias, como hepatomegalia, esplenomegalia, trombocitopenia,
anemia, doencga esquelética, hipertensdao pulmonar, doenga pulmonar intersticial e — em
uma minoria — envolvimento neuroldgico central (Cox, 2001).

As manifestac¢des clinicas ou fenotipicas da DG dependem de diversos fatores, sendo
a DG classificada em trés tipos:

Tipo I: é a forma ndo neuropdtica que afeta adultos e criancas com
hepatoesplenomegalia, anemia, trombocitopenia, leucopenia e lesdes dsseas. O acimulo de
glicocerebrosideo na medula dssea leva a osteopenia, lesdes liticas, fraturas patoldgicas, dor
dssea croOnica, infarto e osteonecrose. A progressao geralmente é lenta ou varidvel, e a
sobrevida pode ser normal dependendo da gravidade das complicacGes (Barranger, 2001;
Charrow, 1998; B6hm, 2001). E o tipo mais frequente, correspondendo a 95% dos casos de
DG (Altarescu, 2000);

Tipo Il: a forma neuropdtica aguda afeta lactentes de 4 a 5 meses com quadro
neuroldgico grave, convulsdes, hipertonia, apneia, progressivo retardo mental. A evolugao é
rapida com morte nos dois primeiros anos de vida, geralmente causada pelo envolvimento
pulmonar (Barranger, 2001; Grabowski, 1998);

Tipo lll: a forma neuropatica crénica que afeta criancas e adolescentes com um
comprometimento de figado, baco, ossos e, a evolu¢cdao do quadro neuroldgico é varidvel,
porém menos grave que o Tipo Il. A sobrevida se da até a segunda ou terceira década de
vida (Barranger, 2001; Grabowski, 1998).

A osteonecrose ou necrose avascular (NAV) constitui a mais debilitante das
manifestacdes da doenca de Gaucher. A medida que as células de Gaucher se acumulam na
medula o6ssea, elas podem restringir o fluxo normal do sangue e, assim, limitar o
fornecimento de oxigénio e nutrientes para os ossos, alterando a estrutura do osso. A
necrose avascular geralmente é subsequente a episédios de crise 6ssea localizada em

determinada regido, provocando dor aguda ou crbnica, as vezes acompanhada de febre alta
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e sinais inflamatdrios. Pode ocorrer em qualquer idade, é mais comum em ossos longos,
principalmente fémur distal, tibia proximal, Umero, seguido da espinha e pelve (Mendonga,
2001; Zimran, 2005).

Mais de 150 mutag¢bes no DNA, no cromossomo 1 (1g2.1) tém sido descritas,
entretanto existem cinco alteracdes nucleotideas comuns, que respondem pela maioria dos
casos — p.N307S, p.L444P, p.84GG, IVS2+1, p.G377S. Embora ndo exista correlagdao entre o
gendtipo e o fendtipo, pelo menos é possivel distinguir a forma neuropdtica da nao
neuropatica, uma vez que a mutac¢ao c.1226G (p.N370S) estd muito associada ao tipo |l e a
mutac¢ado c.1448C (p.L444P) ao tipo Il da doenca (Elstein, 2001; Grabowski, 2008).

O diagndstico pode ser um desafio, apesar da disponibilidade de exames diagndsticos
precisos e nao invasivos, devido a raridade da doenca, alguns médicos podem até mesmo
ndo considerar realizar exames especificos para DG (Grabowski, 1995), sendo que o
diagnodstico de certeza da DG é estabelecido por meio da dosagem da atividade da GBA. O
tratamento é feito por terapia de reposicdo enzimatica (TER) especifica ou por terapia de
reducao do substrato (TRS) (Charrow, 2004). Além disso, existem terapias para reducdo da
dor, transfusdes sanguineas, cirurgia ortopédica para ossos e articulacdes e, raramente,

esplenectomia, uma vez que essa doenca afeta varias partes do corpo.
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2. JUSTIFICATIVA

A caracterizacdo de fatores de risco para o tromboembolismo venoso (TEV)
representa etapa fundamental na compreensdo da patogénese desta entidade, que tem
grande importancia clinica devido a sua alta incidéncia em diversas populagdes: 1/1.000
individuos por ano, sendo responsavel nos Estados Unidos por 50.000 6bitos/ano (Meijers,
2000). A populagdo brasileira possui uma prevaléncia de caucasoides, logo possui também,
uma incidéncia relevante de trombofilias hereditdrias. Apesar disso no Brasil, dispomos de
poucos dados na literatura especializada devido a descoberta destas trombofilias serem
relativamente recentes — FVL em 1994 e mutagdo no gene de protrombina em 1996.

A investigacdo das mutacdes p.R506Q e p.G20210A fazem parte do screening dos
pacientes com TEV, no Laboratdrio de Genética Molecular do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. A andlise para essas mutacdes em pacientes com doenca de Fabry e de Gaucher é
importante uma vez que estes individuos apresentam um estado pré-coagulante, que pode
levar a ataques isquémicos transitérios, derrames e necrose avascular de extremidades
(Boggio, 2009; Martins, 1999; Charrow, 2004). A identificacdo destas trombofilias em
pacientes com as doencas lisossomais em questdo torna-se pertinente, uma vez que pode
afetar a adoc¢do de regimes profilaticos e terapéuticos mais agressivos quando houver a

associacao de mutacgodes - lisossomais e trombofilicas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Analisar os pacientes com doenca de Fabry e doenca de Gaucher em
acompanhamento no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, para alteragdes nos genes de

Fator V e de Protrombina, e sua associacdo com eventos clinicos tromobofilicos.

3.2.  Objetivos Especificos

3.2.1. Determinar o genétipo no nucleotideo 20210 do gene de protrombina e no
nucleotideo 1691 do gene de fator V, em pacientes com a Doenca de Fabry, através de
anadlise quantitativa por PCR em Tempo Real.

3.2.2. Determinar o gendtipo no nucleotideo 20210 do gene de protrombina e no
nucleotideo 1691 do gene de fator V, em pacientes com a Doenga de Gaucher, através de
analise quantitativa por PCR em Tempo Real:

3.2.3. Caracterizar a clinica dos pacientes através dos prontuarios e relacionar com o

gendtipo das mutagdes avaliadas.
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Abstract

Venous thromboembolism (VTE) is a multifactorial genetic disorder which occurs in
approximately one in a thousand adults per year. Because there is no laboratory test or
clinical marker useful for predicting which patients with Fabry disease may develop
thrombotic events, this study was undertaken to determine whether there is a hereditary
predisposition to hypercoagulation in these patients. Methodology: The prevalence of
p.R506Q mutation in the Factor V gene and the c.G20210A mutation in Factor Il gene

(prothrombin) were evaluated in 39 patients with Fabry disease from Southern Brazil, and
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associated with clinical findings. The DNA analysis was performed by real-time PCR on
genomic DNA. Results: In this group of patients, the frequency of mutation in prothrombin
was 1.28% while no patient showed mutation in the factor V; and there was no correlation
with the incidence of thrombotic events. Conclusion: Hereditary thrombophilia due to
p.R506Q and ¢.G20210A mutations does not seem to be related to thrombotic events in
Fabry patients in our cohort, although studies in larger cohorts and the inclusion of

additional factors may be required to determine if a correlation exists.

Keywords: Fabry disease, rs1799963, rs6025, stroke, thrombotic event, PCR real time.

Resumo

O tromboembolismo venoso (TEV) é uma desordem genética multifatorial, que
ocorre em aproximadamente um em cada mil adultos por ano. Por fato de ndo existir
nenhum teste de laboratério ou marcador clinico util para predizer quais pacientes com a
doenca de Fabry podem desenvolver eventos trombdticos, este estudo foi realizado para
determinar se existe uma predisposi¢cao hereditaria para hipercoagulacao nestes pacientes.

Materiais e Métodos: A prevaléncia da mutacdo p.R506Q no gene do Fator V e da mutacao

¢.G20210A no gene do fator Il (protrombina) foram avaliados em 39 pacientes com doenca
de Fabry do Sul do Brasil, e associado com achados clinicos. A analise do DNA foi realizada
por PCR em tempo real com o DNA gendomico. Resultados: Neste grupo de pacientes, a
frequéncia de mutagao na protrombina foi de 1,28%, enquanto que nenhum paciente
apresentou mutacdo no fator V; e ndo houve correlacdo com a incidéncia de eventos
trombéticos. Conclusdo: A trombofilia hereditaria devido as mutagdes p.506Q e ¢.G20210A
parece ndo estar relacionado a eventos trombéticos em doentes de Fabry em nossa coorte,
embora estudos em coortes maiores e a inclusdo de fatores adicionais podem ser

necessarias para determinar se existe uma correlagdo .

Palavras-chave: doenca de Fabry, rs1799963, rs6025, evento trombdtico, PCR em tempo

real.
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Introduction

Venous thromboembolism (VTE) is due to a multifactorial disorder encompassing the
interaction of genetic and/or acquired risk factors that affect proteins of the coagulation
system. Among the genetic factors, mutations in the factor V and prothrombin genes are the
two main causes of hereditary thrombosis . The p.R506Q mutation, also known as Factor V
Leiden (FVL) refers to an alteration in factor V gene which could result in activated protein C
(APC) resistance and subsequently the imbalance of hemostasis and thrombosis ™. The
prothrombin ¢.G20210A mutation is a point mutation in the 3'-untranslated region of the
factor Il gene, which can increase the synthesis of prothrombin thereby increasing its
concentration >’. Numerous studies have shown that these two genetic mutations, alone or
in combination with other risk factors may increase the occurrence or recurrence of VTE.

Fabry disease is an X-linked disorder of glycosphingolipids that is caused by mutations
in GLA gene which leads to a deficiency of a-galactosidase A (EC 3.2.1.22) and it is associated
with dysfunction of many cell types and includes a systemic vasculopathy. As a result,
patients have a markedly increased risk of developing small-fiber peripheral neuropathy,
stroke, myriad cardiac manifestations and chronic renal disease. Dysfunction of
cerebrovascular circulation in Fabry disease has been shown in a number of studies using
imaging end-points such as cerebral perfusion by positron emission tomography and arterial
spin tagging using MRI "°. Fabry disease has historically been considered rare, with an
incidence of one in 40.000 to 117.000 male birthsls; however, a recent newborn screening
study (which did not include female subjects) demonstrated that up to one in 3.100 boys are
affected™. Virtually all complications of Fabry disease are non-specific in nature and clinically
indistinguishable from similar abnormalities that occur in the context of more common
disorders in the general population. However a high incidence of thrombotic accidents in

11, 12 .
d™~ **. We therefore focused our research on the analysis

Fabry's disease has been postulate
of mutations on coagulation factors which may also be involved with such consequences by
changing the state of hemostasis °.

FVL heterozygosity is present in around one in 20 people, and thus the expected
concurrence of FVL and Fabry disease is from 1:62.000 to 1:2.340.000 male patients. This

combination is comparatively underreported in the literature with only two papers referring
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to humans and a single mouse model examining FVL homozygosity concurrent with Fabry

disease™*®

. Each of these papers highlighted the considerable stroke risk associated with
this genetic combination. One theoretical mechanism for this pathological association is
through the accumulation of globotriaosylceramide (GL3) influencing the formation and
function of antithrombotic lipid rafts, and by doing so altering the glycosphingolipid
dependent inactivation of factor V by activated protein C (APC) which is an important
regulatory protein that helps keep hemostasis. In patients with Fabry disease and FVL, this
would lead to a decreased anticoagulant response to APC and an increased procoagulant
state (compared to patients with FVL but without Fabry disease), leading to cerebral white

matter lesions and stroke®. Prothrombin mutation was never associated to Fabry disease

even though being one of the most frequent mutations predisposing to thrombophilia.

Methodology

The study was approved by the local Ethics Committee. The sample comprised 39
patients - 20 males and 19 females - with Fabry disease, from 18 families, with a mean age of
47.82 years. All the patients are followed at the Medical Genetics Service at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, Brazil (HCPA-SGM), which is considered to be a Reference Center
for Lysosomal Disorders in the State of Rio Grande do Sul. The clinical information was
obtained by chart review.

DNA samples were extracted by the salting out technique and were kept frozen at
the Molecular Genetics Laboratory. All were quantitated by spectrophotometer
(NanoDrop®) and then diluted to a standard concentration of 20 ng/ulL.

The genotyping protocol consisted of a TagMan assay, which uses a pair of PCR
primers and a TagMan probe with minor groove binder (MGS) at the 3'end and flourescent
dye (FAM ™ or VIC®) at the 5 'end. The two different fluorescent dye probes are
complementary either to the wild type or to the mutated allele. In order for the reaction to
occur 6uL TagMan Universal PCR Master Mix, 0.3uL the test DNA 1.0ulL and 4.7l of water
are also required, thereby completing 12uL in every well in a 48 well plate. Negative,
homozygous mutant, heterozygous and homozygous wild type standard controls were used

in every assay in order to be used by the equipment software to cluster the different
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genotype groups according to the thermo cycler results. Temperature cycles for Real Time
PCR were the ones pre-established by the StepOnePlus™ software, with an extension
temperature of 60 ° C.

FV assay (ID _ 11975250 rs6025) contains a p.R506Q mutation associated FAM probe,
featuring the aminoacid glutamine (Q), while VIC probe corresponds to the normal
aminoacid, arginine (R). The PT assay (ID _ 87266802-10 rs1799963) with a c.G20210A
mutation in the VIC probe carries adenine (A) and FAM probe carries the codon with guanine

(G).

Results

The allelic frequency of the ¢.G20210A mutation was found to be 1.28%, ie, only one
individual heterozygous for this mutation (2.56%) and no homozygous mutant patients were
identified. None of the patients were shown to be either heterozygous or homozygous for
the factor V Leiden. The only patient who is heterozygous for c.G20210A mutation is a 48
years old female with the 30delG mutation in the GLA gene. At this moment, she is
asymptomatic, in other words, had never experienced any thrombotic event.

Six patients (15.4%) had at least one thrombotic event as stroke or ischemic transient
attack (Table 1). The average age of stroke was 53.5 years. From the five patients who had
an episode of stroke, 60% were women. Hence, in this study 50% of thrombotic events

occurred in female and 50% in male — 2 with stroke and one with TIA.

Table 1: Occurrence of thrombotic events in patients analyzed (n= 39)

Stroke TIA Total Thrombotic
Events
5(12.82%) 1(2.56%) 6 (15.38%)

*(TIA) Transient Ischemic Attack

Discussion and Conclusion
Although hereditary thrombophilias are important causes of thrombotic events, they

do not associate with an increased number of these events in our sample of patients with
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Fabry disease. The only patient heterozygous for the mutation in PT gene did not develop
any thrombotic event, while six other patients, even without the presence of hereditary
thrombophilia in question developed stroke or TIA. The incidence of hereditary
thrombophilia varies between different regions and populations but it is more common in
Caucasians. The global prevalence of heterozygous for the mutation in PT gene is 2% on
average (1.7 to 2.4%)**, while for the FV mutation (FVL) varies between 0.45 - 5.2 % *2
therefore, we can consider that our findings are within or even below what is expected.

A published review of 388 patients with Fabry disease showed that 13% had suffered
a stroke or transient ischemic attack™. In our study, we found a similar percentage of events.
The patients in our study had a stroke with a mean age of 53.5 years while this event in the
general population is more common after age 55, showing that Fabry patients are at risk to
present this complication at an early age. Studies in larger cohorts and the inclusion of
additional factors may be required to determine if some correlation exists of Fabry disease

with hereditary thrombophilia.
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Abstract

Splenectomized patients with Gaucher Disease (GD) seem to have higher risk of
developing avascular necrosis (AVN). Besides that, the presence of Factor V Leiden mutation
(FVL) and prothrombin mutation (PT) are associated with an increased risk of ischemic
events in young adults. This study evaluated the individual genetic makeup of patients with
DG relating with the influence of these hereditary thrombophilias. We report 2 Type | GD
patients (a 35yo male and a 30yo female) who are heterozygous for FVL and PT mutation. A
35-year-old male patient splenectomised, with AVN of femoral head, history of blurred
vision and weakness in both hands (diagnosed as Transient Ischemic Attack). The female
patient splenectomised and heterozygous for ¢.G20210A (PT mutation), 30 years old, had
AVN on right femoral head and thrombocytopenia. Although thrombocytopenia indicates
against the use of anti-platelet agents, this concept should be reassessed in patients who
have mutation predisposing to thromboembolic events.

Keywords: Gaucher disease; rs6025; rs1799963; AVN.

Resumo

Pacientes esplenectomizados com Doencga de Gaucher (DG) parecem ter maior risco
de desenvolver necrose avascular (NAV). Além disso, a presenca da mutacdo no Fator V de
Leiden (FVL) e a mutacdo da protrombina (PT) estdo associadas com um risco aumentado de
eventos isquémicos em adultos jovens. Este estudo avaliou a composicdo genética individual
de pacientes com DG relacionando com a influéncia destas trombofilias hereditarias. Nos
relatamos dois pacientes com DG do Tipo | (homem, 35 anos; mulher, 30 anos), que sao
heterozigotos para a mutagao do FVL e PT. Um paciente do sexo masculino, 35 anos de
idade, esplenectomizado, com AVN de cabeca femoral, histdrica de visdao turva e fraqueza
em ambas as maos (diagnosticada como ataque isquémico transitério). O paciente do sexo
feminino, 30 anos de idade, esplenectomizado e heterozigotos para c.G20210A (mutacado
PT), teve NAV na cabeca do fémur direito e trombocitopenia. Embora trombocitopenia
tenha contraindicacdo para o uso de agentes antiplaquetarios, este conceito deve ser
reavaliada em doentes com a mutacao que predispde a eventos tromboembdlicos.

Palavras-chave: doenca de Gaucher; rs6025; rs1799963; NAV.
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Background

Gaucher disease (GD) is the most common lysosomal storage disorder, with an
estimated worldwide incidence of 1 per 57,000 live births in the general population®. It is
caused by mutations in both alleles of the GBA gene, which codes for the enzyme lysosomal
acid B-glucosidase (glucocerebrosidase), which catalyses the hydrolysis of glucocerebroside
into glucose and ceramide’. Consequently, glucocerebroside builds up within macrophages,
particularly in the spleen, liver, bone marrow, and lungs. Therefore, GD is a multisystem
disorder and exhibits phenotypic heterogeneity. Disease severity ranges from a lethal
perinatal form to asymptomatic illness in adulthood. GD type | (MIM #230800) is the most
prevalent form and differs from other forms by a lack of central nervous system
involvement. Clinical and radiological evidence of skeletal involvement occurs in the majority
of patients.

Before enzyme replacement therapy (ERT) became available, total splenectomy was
commonly used to manage severe hypersplenism. It has been documented, however, that
splenectomized patients are at a greater risk to develop AVN [Ashkenazi et al.,1986; Zimran
et al., 1995]. Since the 1990s, enzyme replacement therapy (ERT) has been the treatment of
choice for GD. ERT has improved quality of life among GD patients by reversing many signs
and symptoms3’4. However, the amount of enzyme required to maintain quality of life and
reverse the course of symptoms is controversial. While ERT is highly effective in reversing
visceral and haematological manifestations, its precise impact on the bone disease is
unknown. There are three similar recombinant enzymes in terms of efficacy® available for
the treatment of GD: imiglucerase (Genzyme Corporation, Allston, MA), velaglucerase alfa
(Shire HGT, Dublin, Ireland), and taliglucerase alfa (Protalix, Carmiel, Israel).

Inherited thrombophilia is a genetic tendency to venous thromboembolism (VTE) and
a hereditary or acquired cause, or both can now be identified in over 80% of these cases
(Whitlach et al., 2008). Factor V Leiden is the most prevalent inheritable risk factor for VTE,
accounting for 40 to 50 percent of cases. The prothrombin gene mutation (p.G20210A),
protein S and protein C and antithrombin deficiencies account for most of the remaining
cases.”® The Factor V Leiden (FVL) mutation (p.R506Q) and ¢.G20210A are associated to an

6,9,10

increase on the risk of thromboembolic events . Heterozygosity for the factor V Leiden
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mutation accounts for 90 to 95 percent of cases of the hereditary APC resistance and the
prevalence of heterozygosity for the factor V Leiden mutation in Caucasians ranges from 1 to

8.5 percent'™*?

. The absolute incidence of VTE in patients with FVL ranges from 0.19% to
0.45% per year, compared to 0.10% in an individual without the mutation, and heterozygous
can be identified in approximately 15-20% of VTE patients (Favarolo et al., 2012).
Heterozygous carriers for PG20210A have 30 percent higher plasma prothrombin levels than
normals.”

The presence of these mutations in homo or heterozygosis may also increase the risk
in developing AVN in patients with GD, and the risk may be even higher if associated with
splenectomy®.

For genotyping of PT and FVL mutations, DNA samples were extracted by the salting
out technique and were kept frozen at the Molecular Genetics Laboratory. All were
quantitated by spectrophotometer (NanoDrop®) and then diluted to a standard
concentration of 20 ng/uL. The genotyping protocol consisted of a TagMan assay, which uses
a pair of PCR primers and a TagMan probe with non-flourescent quencher (NFQ) at the
3'end and flourescent dye (FAM ™ or VIC®) at the 5 'end. The two different fluorescent dye
probes are complementary either to the wild type or to the mutated allele. In order for the
reaction to occur 6uL TagMan Universal PCR Master Mix, 0.3l the test DNA 1.0uL and 4.7uL
of water are also required, thereby completing 12uL in every well in a 48 well plate.
Negative, homozygous mutant, heterozygous and homozygous wild type standard controls
were used in every assay in order to be used by the equipment software to cluster the
different genotype groups according to the thermo cycler results. Temperature cycles for
Real Time PCR were the ones pre-established by the StepOnePlus™ software, with an
extension temperature of 60 ° C. FV assay (ID _ 11975250 rs6025) contains a p.R506Q
mutation associated FAM probe, featuring the aminoacid glutamine (Q), while VIC probe
corresponds to the normal aminoacid, arginine (R). The PT assay (ID _ 87266802-10
rs1799963) with a ¢.G20210A mutation in the VIC probe carries adenine (A) and FAM probe
carries the codon with guanine. From 42 GD patients from our center, 5 developed AVN, one
is heterozygous for PT and one is heterozygous for FVL mutation. Although noting that the

absence of these mutations does not exclude the possibility of thrombosis.
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In the 42 DNA samples from patients who had been diagnosed with GD at HCPA, five
(11.9%) were heterozygous for the p.R506Q mutation (FVL), generating an allelic frequency
of 5.95%. Analysis of the Real Time PCR also showed one heterozygous for the ¢.G20210A
mutation (PT), thus presenting a prevalence of 2.38% and allelic frequency of 1.19%
(Supplementary Table 1). Thrombotic events were verified in 11,9% genotyped patients,
even if they have not been identified with mutations analyzed. Among five patients with

AVN, four of them were also splenectomized.

Prevalence G20210A Prevalence R506Q Thrombotic Event  Splenectomized
1(2,381%) 5(11,9%) 5(11,9%) 8(19,05%)
G202010A + AVN R506Q + AVN
1(2,38%) 1(2,38%)

Table 1: the prevalence of heterozygote patients for a mutation in the PT gene was less than
the FVL mutation. Among the five patients who had AVN, two of them had some hereditary
thrombophilia. Some patients have the thrombophilic mutations but did not develop AVN. In the
group of 42 patients, eight had been splenectomized.

This report describes the case of two patients with GD type | who have developed
AVN previously to ERT treatment and are heterozygous for mutations known to increase the

risk of thromboembolic events.

Case Presentation

Patient 1

A 34 year-old male patient with GD type | (p.N370S/L444P) who is heterozygous for
factor V Leiden (FVL) mutation (p.R506Q), blood type O+. His symptoms started when he
was 16 years old, with bone pain, fatigue, hepatosplenomegaly and bone changes. Regarding
family history, he is the 5" sibbling of a non cosanguineousl| couple. He has 2 brothers with
GD type | and 2 cousins with GD type lll. He has a healthy daughter.

Patient 2

A 30 year-old female patient with GD type | (p.N370S/L444P) who is heterozygous for
PG20210A, blood type A+. Her symptoms started when she was 22 years old, with bone

pain, hepatosplenomegaly, pancytopenia and bone changes. One year before diagnosis, she
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developed AVN on right femoral head, which remained undiagnosed until investigations for
GD started. Regarding family history, she has a sister with GD type | without important bone

changes. She has a healthy son.

Investigations

In 2001, the male patient underwent to a splenectomy by the age of 25. The bone
marrow aspiration done at that time showed Gaucher cells but the diagnosis was made just
in 2003, 1 year after an episode of osteomyelitis in left tibia and AVN on right femoral head.
By that time (2002), with 26 years old and before starting ERT, he has been hospitalized
because of important pain on right leg and lumbar column, with no relief besides the use of
morphine. The MRI showed “generalised sign reduction on the level of T1 e T2; femoral neck
with increased sign (failure of bone phenomenon); articular effusion coxofemoral right”, is
compatible with NAV of femoral head. He was then referred to our Hospital and diagnosed
with GD by biochemical (beta-glucosidase in leucocytes=1.1 nmoles/h/mg protein) and
molecular analysis.

Patient 2 was diagnosed at 26 years-old by enzymatic and molecular analysis
(enzymatic activity in leucocytes: 0.35 nmoles/h/mg protein). Her MRI from right and left
legs showed: R= changes bone marrow signal intensity of the femur; L= intensity changes in
bone marrow, more diffuse compared to the contralateral femur; MRI knee R - changes in

bone marrow distal femur, proximal tibia and the patella inferomedial region.

Treatment

In april/2004, ERT with imiglucerase was initiated for patient 1 at the dose of 30
U/kg/infusion. After 1 year of treatment, and because of good response to therapy, his dose
was reduced to 15 U/kg/infusion. Due to the return of bone pain, his dose was increased to
20 U/kg/infusion in February/2007, and total hip arthroplasty was performed in 2008. His
dose was reduced again in February/2011 to 15 U/kg/infusion, which is his current dose. No
other medication is used.

Patient 2 started ERT in 2009 (when she was 27 years old), at the dose of 45

U/kg/infusion. After 7 months on treatment, because of good response, her dose was
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reduced to 30 U/kg/infusion and in 2011 to 20 Ul/kg/inf., total hip arthroplasty was
performed in 2011. She also is using oral contraceptive and is being treated for osteoporosis

with alendronate 70mg/week.

Outcome and Follow-Up

Patient 1

In 2010, 3 years after dose reduction to 20 U/kg/infusion, he presented blurred vision
and weakness of both hands and was diagnosed as transient ischemic attack. MRI showed
small vessel disease (Figure 1), which stayed stable on follow-up MRI two years later. No
other risk factor for stroke is present. He is on irregular use of aspirin 100mg/day since then.
In his last evaluation he presented lumbar spine osteopenia, no cytopenia, homocysteine of
6.1 (normal range), Severity Score Index (SSI)** of 3, no hepatomegaly.

Patient 2

In her last evaluation she presented painful hepatomegaly on palpation (7.5cm below
the left costal border), no splenomegaly, no anaemia (haemoglobin: 11.7g/dL), normal
platelets count (155000/microl), lumbar spine osteoporosis, homocysteine of 6.3 (normal
range), SSI of 2, lumbar and rips pain, without need of pain killers to relief,

menometrorrhagia. In 2013 her brain MRI was normal."

Discussion

Two young adult patients, with mutations that increase the risk of development of
thromboembolic events, actually developed this manifestation. The prevalence of these
mutations in our centre is similar to described on literature®*. There is only one study about
the association between hereditary thrombophilia and Gaucher disease and there is no
evidence about the association between GD and ischemic stroke. According to this study®,
the development of AVN in Gaucher disease is primarily due to Gaucher cell infiltration, but
the compounding effect of heterozygosity for several mutations of genes related to
thrombophilia could not be evaluated. This study also points out that splenectomy can also

be associated with increased risk for those events as described previously.6'16’17
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The 2011 AHA/ASA guidelines recommend that patients with ischemic stroke or TIA
who have an established inherited thrombophilia should be evaluated for deep vein
thrombosis, and anticoagulation therapy should be started.’® In the absence of venous
thrombosis, either anticoagulation or antiplatelet therapy is considered reasonable. For
patients with an inherited thrombophilia and a history of spontaneous cerebral venous
thrombosis or recurrent thrombotic events, the guidelines note that long-term
anticoagulation is probably indicated.

Having a non-O blood group (eg, A, B, or AB) appears to increase the risk of
developing VTE in both heterozygotes and homozygotes for factor V Leiden by two- to four-
fold. ** 2% 2! The patient who developed AIT was O+, but patient 2 is A+, adding risk for
developing another thromboembolic event.

Antithrombotic therapy is usually not recommended for asymptomatic carriers of FVL
or PG20210A, neither for GD patients presenting AVN. Our cases emphasizes that GD
patients who are carriers of an inherited thrombophilia may be at higher risk to develop not
only AVN, but also other types of thromboembolic events; so, the use of antithrombotic
therapy should be considered in these patients.

Thrombocytopenia is a relative contraindication of use of anti-platelets, but its use
can be beneficial for patients with GD and mutations that predispose to thromboembolic
events. Knowledge of thrombophilia status to indicate pre-surgical prophylaxis for VTE, and
for female patients - pre-natal. Although the indication for prophilaxys before surgery
remains controvertial®* 2.

The use of oral contraceptives (OC), especially third generation OCs, has been
associated with acquired APC resistance, as well as use of hormone replacement therapy 2.
APC resistance may underlie, in part, the supra-additive effect of exogenous estrogens on
thrombotic risk in women with factor V Leiden %°. The use of oral contraceptives alone is a
strong risk factor for CVT, and the addition of oral contraceptives to the presence of factor V
Leiden results in a risk that exceeds the sum of the two separate risks: Factor V Leiden
heterozygotes — 1 in 1667; Factor V Leiden heterozygotes taking OCs — 1 in 345.

The prothrombin gene mutation may also increase the risk of venous thrombosis in

patients with acquired risk factors, such as pregnancy and the relation between stroke and
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€.G20210A has been clearly reported. Concerning to genetic thrombophilias and the stroke
risk?®, two or more mutations increase the OR for stroke from 2.6-3.7 (prothrombin gene
mutation and Factor V Leiden mutation) to 18.6.

The 2011 AHA/ASA guidelines recommend that patients with ischemic stroke or TIA
who have an established inherited thrombophilia should be evaluated for deep vein
thrombosis, which is an indication for short- or long-term anticoagulation, depending on the
clinical and hematologic circumstances'. In the absence of venous thrombosis, either
anticoagulation or antiplatelet therapy is considered reasonable. For patients with an
inherited thrombophilia and a history of spontaneous cerebral venous thrombosis or
recurrent thrombotic events, the guidelines note that long-term anticoagulation is probably

indicated.
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FIGURES

Figure 1: Brain MRI shows small vessel disease. Axial reconstructions of 3D fluid
attenuated inversion recovery (FLAIR) demonstrate diffuse hyperintense foci on deep and
subcortical white matter (arrows). Although nonspecific, this finding suggests small vessel
disease.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVA

Considerando os resultados encontrados no presente estudo, podemos concluir que:

a) A presenca de mutagdes em genes relacionados a trombofilias hereditarias nao
significa, inexoravelmente, a ocorréncia de fendmenos tromboembdlicos. Alguns individuos,
mesmo que heterozigotos para as mutacdes, ndo desenvolveram qualquer tipo de
tromboembolismo.

b) Nenhum individuo homozigoto foi encontrado, nem para a mutag¢do no gene do
fator V, nem para a mutagao do gene de protrombina. Resultado esperado visto que, essas
mutagbes raramente aparecem em homozigose — 1 em 5.000 individuos para FVL, sendo a
mutagao de protrombina ainda mais rara.

c) A auséncia das mutag¢Oes descritas (mesmo elas estando entre as principais na
literatura) ndo exclui a possibilidade de ocorréncia de eventos tromboembdlicos.

d) O presente estudo constatou também, uma maior frequéncia da mutagao do Fator
V de Leiden quando comparado com a mutacdo no gene de Protrombina, conforme dados
da literatura, mesmo que a populagdo analisada relativamente pequena.

e) A presenca de qualquer um dos fatores de trombofilia analisados, e que podem ser
fatores de risco para eventos trombéticos, ndo sdo mais comuns em pacientes com doenca
de Fabry, que desenvolveram AVC ou ataque isquémico transitorio (AIT).

f) A presenca das trombofilias associada a doenca de Gaucher pode ter associacao
com a necrose avascular (AVN) ocorrida nestes pacientes. Ou seja, nem todo individuo que
possui DG ira ter ocorréncia de AVN, entretanto se associado a alguma trombofilia a chance
de desenvolver esse evento pode ser aumentada.

g) Analisando o perfil dos pacientes com doenga de Gaucher, notou-se que a
esplenectomia pode estar bastante relacionada com a ocorréncia de AVN, conforme ja
estabelecido na literatura.

h) Deve-se considerar a relacdo existente entre a presenca das trombofilias e a
ocorréncia de eventos trombodticos, sendo assim o diagndstico precoce destas mutacdes
possibilita a identificacdo de portadores assintomaticos que poderdo receber orientacao
adequada em situagcBes de risco, como no caso destas doencgas lisossomais em questao,

visando evitar a ocorréncia ou recorréncia das tromboembolias.
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I) Que este estudo possa contribuir a comunidade académica atuante na drea da

saude e que possa trazer algum beneficio futuro aos pacientes com estas doencgas raras.
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