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1. INTRODUCAO

1.1. HEMOSTASIA

A hemostasia, nos seres humanos, € mantida por uma série de mecanismos
interrelacionados que envolvem componentes bioquimicos humorais e celulares. Os papéis
especificos das células endoteliais, matrizes subendoteliais, plaquetas e das proteinas da
coagulacdo e da fibrindlise tém sido incessantemente pesquisados e alguns ja estdo bem
definidos.

As células participam em eventos chaves da coagulacdo sangiinea: iniciacao,
propagacdo do estimulo inicial e interacdo com fibrinogénio e fibrina para modificar a
estrutura do coagulo. Essas interacGes celulares ndo somente fornecem um local para
controlar a extensdo na qual a coagulacdo é amplificada, mas também propiciam mecanismos
para localizar a resposta hemostatica. Todas as respostas requerem atividade celular. Além
disso, a natureza adesiva das células ativadas contribui para a formacdo do tampéo
hemostatico.

Controversamente, um sistema que coagula o sangue rapidamente, em resposta a um
pequeno estimulo, é por si uma ameaca a vida, uma vez que um coagulo intravascular pode se
deslocar e obstruir vias vitais da circulacdo. Entretanto, a demora na formagdo do coagulo ou
auséncia de sua formacao pode levar um individuo a morte por hemorragia.

LAFFAN & TUDDENHAM (1997) salientam que a coagulacdo sangliinea € um
sistema fisioldgico que evoluiu atendendo a dois requisitos basicos e opostos:

1) E vital para os organismos superiores que o sangue flua livremente, dentro da rede
vascular, alcancando todos o0s tecidos;

2) Em qualquer local de extravasamento de sangue, deve haver a formagdo de um
tampdo solido que impedira a perda de sangue para o exterior do vaso.

Assim, a hemostasia dos mamiferos preenche esses requisitos por meio de um complexo
sistema interativo, que envolve diferentes mecanismos com varios sistemas de controle
positivos e negativos. Falhas na hemostasia promovem perda de sangue ou contribuem para a
etiologia da trombose.

O mecanismo da coagulacdo sanguinea é explicado pela Teoria Seqlencial, que esta
baseada nos trabalhos de DAVIE & RATNOFF (1964) e MacFARLANE (1964), na qual a

formacdo de fibrina ocorre como resultado de uma cadeia de reagbes envolvendo serino-



proteases. Esta rede de fibrina permite a consolidacdo e a estabilidade do tampao hemostatico.
A cadeia de reacOes pode ser iniciada por dois mecanismos diferentes: o intrinseco, atraves da
ativacdo do fator XII, e o extrinseco, através da ativacao do fator VII. Atualmente é aceito que
esses mecanismos nao atuam de modo independente, mas que apresentam uma Ssérie de
interacdes complementares. A figura 1 mostra um esquema simplificado dos processos
envolvidos na geracdo da trombina, enzima responsavel pela conversédo do fibrinogénio em

fibrina.
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Figura 1: Cascata da coagulacdo e seus dois mecanismos de ativacdo. Baseado em
TUDDENHAM & COOPER (1993). KHMW: Cininogénio de alto peso molecular; FT: fator
tissular; Fl: fosfolipideo.

Um dos aspectos mais importantes da hemostasia € o controle da formagédo e
degradacdo da fibrina. A producdo de fibrina € controlada pelos mecanismos anticoagulantes

e a degradacao, pelo mecanismo fibrinolitico.



a) Mecanismos Anticoagulantes

Os trés principais mecanismos anticoagulantes que regulam a coagulacéo sao:
1) Sistema da proteina C;
2) Antitrombina IlI;
3) Inibidor da rota do fator tissular.
Esses sistemas desempenham papéis distintos e aparentemente complementares no

mecanismo anticoagulante, conforme mostra a Figura 2.

FXlla <
FXla <«
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Antitrombina III

Proteina C ———— APC

Trombomodulina
:

Coagulo de Fibrina

Figura 2: Atuagdo do mecanismo anticoagulante. : inibicéo; : ativacdo. FI:
fosfolipideo; APC: proteina C ativada; PCI: inibidor da proteina C; PS: proteina S; TFPI:
inibidor da rota do fator tissular.

A seguir, sera apresentada uma visdo geral da atuacdo dos mecanismos inibidores da

coagulacao.



1) O sistema da proteina C é composto, principalmente pelas seguintes proteinas:
proteina C, proteina S, trombomodulina e inibidor da proteina C.

De acordo com a revisdo realizada por ESMON et al. (1999), a regulacdo da coagulacao
pelo sistema da proteina C pode ser resumida da seguinte maneira: a trombina formada no
local da lesdo vascular difunde-se e se liga de forma reversivel e com alta afinidade a
trombomodulina, que é uma proteina transmembrana. O complexo trombina/trombomodulina,
na presenca de ions calcio, converte a proteina C em proteina C ativada (APC). A ativacdo da
proteina C pelo complexo trombina/trombomodulina é acentuada pela ligacdo da proteina C
ao receptor da proteina C da célula endotelial (EPCR).

A APC liga-se ao seu co-fator, a proteina S (PS). Na presenga de ions calcio e
fosfolipideos, o complexo APC/PS cliva as formas ativas dos fatores V e VIII, tornando esses
co-fatores da coagulacgdo inativos. O fator VV também atua como um co-fator para proteina C
no processo de inativacao do fator VIII.

O plasma contém um inibidor especifico para a APC, o inibidor da proteina C, o qual
atua formando um complexo 1:1 com a APC, inativando-a. Esse inibidor também € capaz de
inibir o complexo trombina/trombomodulina.

2) A antitrombina 111 € um dos mais importantes inibidores fisiologicos da coagulacéo,
é o principal inibidor da trombina e também inibe outras serino-proteases ativadas da cascata
da coagulacdo, a saber, os fatores Xlla, Xla, Xa, IXa.

A atividade inibitéria sobre a trombina é aumentada 2.000 vezes na presenca de
quantidades adequadas de heparina. Esse mucopolissacarideo induz uma alteracao alostérica
na posicao do residuo Arg393, deixando essa regido do inibidor prontamente disponivel para
interagir com a trombina (BAUER & ROSENBERG, 1991).

Conforme revisto em BLAJCHMAN (1994), quando uma serino-protease interage com
a antitrombina Ill, as duas proteinas formam um complexo estequiométrico 1:1, que €
rapidamente removido da circulagdo. A formacéo desse complexo envolve a clivagem do sitio
reativo da antitrombina 11 (Arg393-Ser394) pelo sitio ativo da serino-protease. Apds essa
clivagem, ocorre a formagdo de uma ligagdo éster entre o sitio ativo da serino-protease e 0
residuo Arg393 da antitrombina I11.

3) O inibidor da rota do fator tissular (TFPI) inibe a via extrinseca da coagulagéo.

A via extrinseca da coagulacdo inicia quando o fator VII é ativado pelo fator Xa, na
presenca do fator tissular (FT), o qual € uma glicoproteina transmembrana. O complexo

FVI1Ia/FT na presenca de ions célcio, ativa por proteolise os fatores IX e X, desencadeando as



outras etapas da cascata da coagulacdo. Apos a ativacao, o fator X ou o fator IX séo liberados
do sitio de ligacdo do fator tissular.

O inibidor da rota do fator tissular liga-se ao fator Xa, formando um complexo binario,
esse complexo liga-se ao FVIIa/FT impedindo a ligagdo de fator X ou fator IX e,
consequientemente, evitando a ativacdo desses fatores. Portanto esse inibidor atua de uma
maneira dependente de FXa (BROZE et al., 1988).

b) Mecanismo Fibrinolitico

Como jé referido, outro importante aspecto da hemostasia € a degradacédo da fibrina. O
mecanismo fibrinolitico, ou fibrindlise, é responsavel pela remocdo da fibrina no momento
em que a barreira hemostatica ndo € mais necesséria e também atua como um fator limitante a
extensdo do codgulo. Alteracbes no mecanismo fibrinolitico podem ocasionar hemorragias,
como no caso do aumento de producdo do ativador tissular do plasminogénio (HAMPTON et
al., 1972) ou ser um fator de risco para ocorréncia de trombose, como no caso da deficiéncia
de plasminogénio (AOKI et al., 1978).

Na sua esséncia, o sistema fibrinolitico consiste de elementos que promovem ou inibem
a conversdo da pro-enzima plasminogénio em plasmina, uma serino-protease ativa. Assim, 0s
principais componentes da fibrindlise séo:

- plasminogénio;

- ativador tissular de plasminogénio;

- inibidor-1 do ativador de plasminogénio;

- ativador tipo uroquinase de plasminogénio;

- inibidor-2 do ativador de plasminogénio,

- ap-antiplasmina.

A plasmina é a principal enzima responsavel pela degradacédo da fibrina. Além disso, a
atividade proteolitica da plasmina é importante em processos fisiolégicos que requerem a
migracdo celular, tais como inflamacgéo, metastase e angiogénese (JENKINS et al., 1997).

A regulacdo da fibrindlise ocorre em Vvarios niveis, come¢ando com a transcricdo dos
genes envolvidos, incluindo o plasminogénio, seus ativadores e inibidores e os inibidores dos
seus ativadores, conforme esquematizado na Figura 3. Os sitios de sintese e secrecdo das

proteinas da fibrindlise e as suas propriedades de ligacdo a superficie celular, a fibrina, a
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fibronectina e entre elas mesmas, determinam a localizacao fisica da geracdo da plasmina e a

extensdo da acdo contra seus substratos (fibrina e outras proteinas da matriz extracelular).
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Figura 3: Regulacdo da ativacdo do plasminogénio a plasmina pelas vias intrinseca e
extrinseca. —— : inibicdo; : ativagdo; UK: uroquinase; PAI-1: inibidor-1 do ativador
do plasminogénio; t-PA: ativador tissular do plasminogénio, HMWK: cinogénio de alto peso
molecular.

Estudos in vivo mostraram que a proteina C ativada acelera a fibrinolise (COMP &
ESMON, 1981), embora 0 mecanismo nédo esteja completamente esclarecido. Estudos in
vitro, realizados por SAKATA et al. (1988), mostram que a APC forma um complexo com o
inibidor-1 do ativador do plasminogénio, neutralizando-o. Conseguientemente, o ativador tipo
tissular do plasminogénio fica livre para promover a fibrinolise, mas a forma latente do
inibidor ndo é suscetivel & APC, de modo que somente ocorre uma inativagdo parcial do
inibidor. GRUBER et al. (1994) propdem que a APC pode aumentar a eficiéncia da fibrinolise
in vivo através de varios mecanismos: alterando a estrutura da matriz interna do trombo;
formando complexos com os inibidores da fibrindlise e inibindo a adicdo de fibrina ao

trombo.
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1.2. TROMBOSE

Trombose é o processo de coagulacdo do sangue circulante dentro do sistema
cardiovascular de um animal vivo. Resulta da formacdo de uma massa solida ou semi-sélida,
formada a partir dos constituintes do sangue, denominada trombo. A fisiopatologia da
trombose é conhecida desde a metade do século XIX, quando VIRCHOW prop6s os trés
fatores envolvidos na formacdo do trombo, esses fatores sdo conhecidos como a Triade de
Virchow e incluem: 1) anormalidades na parede vascular; 2) estase sanglinea; 3) mudancas
na composicao do sangue.

Segundo a localizagédo do trombo, existem dois tipos de trombose: a trombose arterial e
a trombose venosa. Essas patologias sdo referidas como tendo etiologias diferentes, sendo que
a associacdo com as alteracbes das proteinas dos mecanismos coagulante e anticoagulante
ocorre, principalmente, nos casos de trombose venosa.

A trombose arterial resulta, geralmente, de um processo de alteracdo da parede dos
vasos, por exemplo, aterosclerose. Normalmente, comeca com a formacdo de um agregado de
plaquetas e fibrina na superficie vascular. O mecanismo pelo qual o trombo se propaga a
partir do sitio inicial permanece sem explicacdo e em muitas formas da trombose arterial a
fisiopatologia é incerta.

Na trombose venosa, geralmente, a parede vascular ndo apresenta alteracdo histologica
e fatores extrinsecos ao vaso parecem desempenhar o papel principal na fisiopatologia. O
trombo venoso desenvolve-se sob condigdes de fluxo sangiineo lento, sendo aumentado por
um novo retardo e estagnacao do fluxo.

A frequéncia de trombose venosa é aproximadamente de 1/1.000 individuos, por ano,
em paises desenvolvidos (WHO, 1995).

A manifestacdo clinica mais freqliente € a trombose venosa profunda (TVP) das veias
da perna, a qual pode levar a situacbes morbidas como a sindrome pos-fleblitica e a
insuficiéncia respiratdria devido ao tromboembolismo pulmonar (TEP).

Quando n&o identificada e tratada corretamente, a TVP pode causar morte através da
ocorréncia de tromboembolismo pulmonar, o qual ocorre quando um trombo venoso se solta e
migra através da circulacdo até o pulmdo, formando um émbolo que obstrui os vasos
pulmonares. Conforme dados da revisdo de HIRSH & HOAK (1996), cerca de 30% dos

individuos com TVP desenvolvem tromboembolismo pulmonar e 10% destes individuos
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morrem devido a estas complicacdes. Além disso, 0 TEP é a causa mais freqiiente de morte
pos-parto.

Os fatores de risco conhecidos para trombose envolvem a Triade de Virchow e
atualmente os mesmos podem ser classificados em adquiridos e genéticos (ROSENDAAL,
1999).

Os fatores adquiridos incluem imobilizacdo, cirurgias, gravidez, puerpério, uso de
anticoncepcionais orais ou terapia de reposi¢do hormonal, anticorpos antifosfolipideos, cancer
e quimioterapia. Ainda que ndo existam evidéncias claras, também sdo considerados fatores
de risco adquiridos, diabetes, fumo, obesidade, hiperlipidemia e aterosclerose (WHO, 1995).

Os fatores de risco genéticos incluem: a) alteracdes nos fatores de coagulacdo, por
exemplo, o fator V Leiden, b) deficiéncias das proteinas inibidoras da coagulagdo, por
exemplo, antitrombina IlI.

Entretanto, a dicotomia da classificacdo em fatores de risco adquiridos e geneticos é
muito reducionista. Alguns fatores de risco sdo a0 mesmo tempo genéticos e adquiridos. Por
exemplo, niveis elevados de triglicerideos aumentam o nivel de plasmatico do fator VII,
entretanto esse aumento é maior nos individuos que apresentam um determinado genétipo
para uma variante do fator VI, como sera detalhado mais adiante.

Atualmente, a trombose venosa é considerada uma doenga multifatorial, onde fatores de
risco adquiridos e genéticos podem estar presentes simultaneamente em um mesmo individuo
(ROSENDAAL, 1999). Entretanto, nem sempre é possivel identificar as causas genéticas ou
ambientais responsaveis pelo desencadeamento dessa patologia.

MILETICH et al. (1993) publicaram uma revisdo sobre a predisposi¢cdo hereditéria a
trombose, essa revisdo foi baseada nas discussdes dos participantes da Segunda Conferéncia
Internacional de Pine Ridge sobre causas genéticas da trombose ocorrida em 1992. Nessa
revisdo, 0os autores sugeriram que a predisposicao hereditaria para trombose, geralmente,
resulta da combinacdo de mutagdes em dois ou mais genes que codificam proteinas
envolvidas no mecanismo da coagulacdo. Esses autores apresentaram uma lista de genes
candidatos a mutagdes que poderiam predispor a trombose, conforme mostra a Tabela 1.1.

MILETICH et al. (1993) também sugeriram que estudos de associacdo entre trombose e
0s genes citados fossem realizados, com o objetivo de identificar quais 0s genes que
contribuem para a ocorréncia da trombose e como influenciam o seu desenvolvimento.

DAHLBACK et al. (1993) publicaram um trabalho no qual mostravam a existéncia de

uma outra alteracdo que causava trombose, essa alteracao, caracterizada por BERTINA et al.
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(1994), era uma mutacdo no gene do fator V. Mais recentemente, POORT et al. (1996)
identificaram uma mutacdo no gene da protrombina que também predispde a trombose.
Assim, essas duas situacdes, que serdo detalhadas nos proximos topicos, ilustram que 0s
participantes Primeira Conferéncia Internacional Pine Ridge sobre Hemostasia e Trombose

estavam no caminho certo ao elaborarem a lista de genes a serem investigados.

Tabela 1.1: Genes clonados da rota da coagulacdo que sdo candidatos a mutacbes que
predispdem a trombose, segundo MILETICH et al. (1993).

Deficiéncia de Atividade Aumento de Atividade
Antitrombina 111 Fator Tissular
Proteina C Fator VIII
Proteina S Fibrinogénio
Fibrinogénio Fator VII
Plasminogénio Protrombina
Ativador Tipo Tissular do Plasminogénio Inibidor-1 do Ativador do Plasminogénio
Fator XII Fator von Willebrand
Trombomodulina Lipoproteina (a)
Inibidor da Rota do Fator Tissular Glicoproteina Rica em Histidinas
Co-fator 11 da Heparina o2-antiplasmina
a2-glicoproteina Inibidor da Proteina C
a2-macroglobulina Fator IX
a2-antitripsina Fator X
Pro-uroquinase Fator V

Pré-calicreina

Nos proximos topicos dessa introducéo alguns aspectos sobre a maioria dessas proteinas
serdo abordados. Alteracfes nessas proteinas sdo ou podem ser fatores de risco para a

trombose venosa.

1.2.1. PROTEINA C

A proteina C é uma glicoproteina plasmatica cuja sintese é dependente de vitamina K.
Na sua forma ativada, inibe a atividade coagulante dos fatores Va e Vllla e estimula a
fibrindlise regulando a formac&o e a degradacao de fibrina.

A proteina C € sintetizada no figado como um zimogénio de cadeia Unica e sofre varias
modificagcdes pos-sintese (y-carboxilagdo, B-hidroxilacdo e glicosilacdo). A forma nativa da

proteina C circula predominantemente como um heterodimero, ligado por pontes dissulfeto,
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composto por uma cadeia leve de massa molecular de 21.000 e por uma cadeia pesada de
41.000 (KISIEL, 1979).

A proteina C é convertida a sua forma ativa pela clivagem da ligacao peptidica entre os
residuos de aminoacidos Argl69-Leul70. Essa clivagem é realizada pelo complexo
trombina/trombomodulina. Sua ativagdo requer, também, a ligacdo de célcio no sitio EGF
(fator de crescimento epidérmico) da cadeia leve.

A ativacdo da proteina C pelo complexo trombina/trombomodulina é acentuada pela
ligacdo da proteina C ao receptor da proteina C da célula endotelial (EPCR). O EPCR
aumenta a afinidade do complexo trombina/trombomodulina pela proteina C. Nem todos 0s
processos de ativacdo da proteina C envolvem o EPCR, uma vez que a quantidade desse
receptor na micro-circulacdo é muito baixa (ESMON, 1999).

O gene que codifica a proteina C est4 localizado no cromossomo 2, regido 2p13-pl4
(PATRACCHINI et al., 1989). Esse gene possui uma extensdo de 11 Kb, nove exons e foi
isolado e caracterizado por dois grupos de pesquisadores, FOSTER et al. (1985) e PLUTZKI
et al. (1986).

Na regido 5', entre os nucleotideos —34 e —-26, existe uma regido (AATATTT)
semelhante ao "TATA box". Estudos de expressdo em cultura de celulas, revelam a presenca
de mRNA de dois tamanhos diferentes, um com 1,65 Kb e outro com 1,85 Kb (BECKMANN
et al., 1985), provavelmente devido a sitios de poliadenilacdo alternativos.

SPEK et al. (1994) descreveram trés polimorfismos na regido promotora do gene da
proteina C. Foram identificadas as seguintes trocas de bases nas posi¢ées —1654C—T, —1641
A—G e 1476 A—T. Dos oito hapldtipos possiveis, trés (CGT, TAA e CAA) foram mais
freglientes, juntos eles corresponderam a 88% dos hapl4tipos observados.

Individuos homozigotos para o haplétipo CGT apresentam uma concentracdo de
proteina C menor do que individuos homozigotos para o haplétipo TAA (SPEK et al., 1995).
Ainda nesse estudo, os autores determinaram que individuos homozigotos para o hapl6tipo
CGT tinham 50% a 100% maior chance de desenvolver trombose venosa do que individuos
homozigotos para o haplotipo TAA.

O trabalho de SCOPES et al. (1995) mostrou que a eficiéncia na transcri¢do é dirigida
pelos polimorfismos nas posi¢cdes —1654 e —1641. Assim sendo, AIACH et al. (1999)
verificaram a influéncia desses polimorfismos (—1654C—T, —1641A—G) sobre o0s niveis de

proteina C e sobre a ocorréncia de trombose venosa. Individuos homozigotos ou heterozigotos
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para o haplétipo CG tinham menor concentracdo de proteina C do que os homozigotos TA e
tinham um risco de 4% a 87% maior de desenvolver trombose.

O primeiro caso de deficiéncia hereditaria de proteina C, apresentando trombose
recorrente foi descrito por GRIFFIN et al. (1981). Desde entdo, muitos estudos confirmam a
associacéo entre a deficiéncia de proteina C e a trombose venosa.

A deficiéncia de proteina C é classificada em dois tipos:

-Tipo I: ocorre uma reducdo ou auséncia de proteina C. Existindo proporcionalidade
entre a quantidade de antigeno presente e atividade funcional da proteina, devido a uma
reducdo na sintese ou na estabilidade dessa proteina;

-Tipo Il: ocorre a presenca de uma molécula anormal com atividade bastante reduzida
qguando comparada com o nivel de antigeno, provavelmente devido a uma sintese da
guantidade normal de uma proteina alterada, que tem atividade especifica reduzida.

A deficiéncia tipo | € mais freqliente, entretanto os sintomas clinicos dos dois tipos sao
semelhantes. A deficiéncia de proteina C é uma doenca com padréo de heranga autossdémico
dominante.

Na maioria dos casos descritos de homozigose para deficiéncia de proteina C, 0s
sintomas aparecem logo ap6s 0 nascimento e geralmente levam a morte neonatal
(SELIGSOHN et al., 1984). Entretanto, existem casos em que 0s sintomas aparecem ap0s 0S
seis meses, ou ainda, na segunda década de vida, ndo chegando a ocasionar morte
(TUDDENHAM et al., 1989).

A probabilidade de tromboembolismo em um paciente heterozigoto para deficiéncia de
proteina C aumenta com a idade. BROEKMANS et al. (1983a), estudando 18 pacientes (trés
genealogias), relataram que 50% dos pacientes tiveram pelo menos um episddio antes dos 30
anos e 80% antes dos 40 anos. Entretanto, nenhum dos pacientes manifestou sintomas clinicos
antes dos 15 anos.

Conforme TUDDENHAM & COOPER (1993), é muito dificil obter dados sobre a
incidéncia/prevaléncia da deficiéncia de Proteina C, tanto em pacientes com trombose como
na populacdo em geral, devido a falhas nos estudos, tais como: descricdo inadequada da
populacéo, documentacdo incompleta sobre a presenca da trombose venosa ou erros nos testes
laboratoriais.

GLADSON et al. (1988) relataram uma prevaléncia de 4% de heterozigotos para
deficiéncia de proteina C tipo I, em um grupo de pacientes com trombose venosa com menos

de 45 anos e uma prevaléncia de 12% em pacientes com tromboembolismo recorrente.
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A partir dos dados de BROEKMANS et al. (1983b) e GLADSON et al. (1988) é
possivel estimar uma frequéncia de heterozigotos entre 1/16.000 e 1/36.000 na populagdo em
geral. Entretanto, como essas estimativas sdo derivadas de pacientes com trombose, elas ndo
medem a freqiiéncia em individuos assintomaticos que tem deficiéncia de proteina C.

MILETICH et al. (1987) estudaram 5.422 doadores de sangue saudaveis, dos quais 1/60
apresentaram niveis de proteina C nos limites inferiores da distribuigdo normal (55%-65%) e
dez individuos apresentaram niveis entre 35% e 51%.

ALLAART et al. (1993) estudaram a influéncia da heterozigosidade e de outros
provaveis fatores de risco na ocorréncia de trombose, em individuos heterozigotos para a
mutacdo e seus familiares normais. Os outros fatores de risco, considerados pelos autores,
foram: o sexo, a gravidez, o uso de contraceptivo oral, o fumo, a obesidade, a imobilizacao, a
presenca de varizes ou de tumores malignos e a ocorréncia de cirurgia ou trauma. Os autores
encontraram uma diferenca significativa entre os heterozigotos e seus familiares normais: até
a idade de 45 anos, 50% dos heterozigotos e apenas 10% dos individuos normais tiveram
episédios de trombose. Com relacdo aos fatores de risco estudados, esses parecem estar
associados com o aumento de risco, mas individualmente ndo mostraram um efeito
significativo na incidéncia dos episddios de trombose.

REITSMA et al. (1995) organizaram uma base de dados com as mutagfes que causam a

deficiéncia de proteina C. Foram registradas as seguintes mutacfes: 4 mutagdes na regido

promotora; 2 mutaces na regido 5' ndo traduzida; 18 mutacdes nos sitios de “splicing ; 5
delegcbes "in-frame™; 10 delegOes "frameshift”; 2 inser¢fes "in-frame"; 6 insercdes
"frameshift”; 34 mutacdes "nonsense"; 243 mutacdes "missense” e 9 mutagdes silenciosas.
Dessas 334 mutagdes descritas, 160 foram eventos nicos. As Gnicas mutagdes que também
causam deficiéncia do tipo 1l sdo as mutacBes "missense”, as demais causam deficiéncia do
tipo I.

IDO et al. (1993) relataram um caso de dupla heterozigosidade para deficiéncia de
proteina C em um recém-nascido com purpura fulminante. Uma das muta¢des identificada foi
uma delecéo (tipo "frameshift") do nucleotideo 10758 (exon 9) resultando na alteracdo de
todos os aminoécidos da regido carboxi-terminal da proteina. A outra alteragdo caracterizada
foi uma mutacdo de ponto do tipo "missense” no nucleotideo 2977 (exon 3), resultando na

substituicdo de uma lisina por um &cido glutamico.
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1.2.2. INIBIDOR DA PROTEINA C

O inibidor da proteina C foi descrito, pela primeira vez, por MARLAR & GRIFFIN
(1980) e foi purificado por SUZUKI et al. (1983a).

O inibidor da proteina C € uma glicoproteina de cadeia Unica, pertencente a familia das
serpinas (inibidores de serino-proteases) e com massa molecular de 57.000. A proteina
madura € composta por 387 aminoacidos, sendo sintetizada no figado e secretada para o
sangue (SUZUKI et al., 1987a).

Esse inibidor desempenha um papel importante na regulagdo da hemostasia como um
dos principais inibidores da proteina C ativada, embora al-antitripsina e a1-macroglobulina
possam inibir a APC. O inibidor da proteina C também inibe o ativador tipo uroquinase de
plasminogénio, o ativador tissular do plasminogénio, a trombina, o fator Xla, o fator Xa e a
calicreina (ESPANA et al., 1989).

O gene que o codifica foi localizado no cromossomo 14 por MEIJERS & CHUNG
(1991). Utilizando eletroforese de campo pulsado, BILLINGSLEY et al. (1993) mapearam
esse gene na regido 14g32.1 proximo a trés genes que codificam outras proteinas pertencentes
a superfamilia das serpinas. O gene do inibidor da proteina C foi clonado e caracterizado por
MEIJERS & CHUNG (1991), possui uma extensdo de 11 Kb sendo composto por 5 exons
que codificam um mRNA de 2,1 Kb. Os autores analisaram aproximadamente 800 pb da
regido 5' e ndo encontraram nenhuma sequéncia indicativa de "TATA box" ou "CCAAT box".
Entretanto, provaveis sitios de ligacdo aos fatores de transcricdo Spl e Ap2 foram
identificados nas regides —253 e —87, respectivamente. Em genes de eucariotos esses sitios de
ligacdo sdo motivos de regulacéo alternativos para o "TATA box".

MARLAR & GRIFFIN (1980) postularam que a deficiéncia desse inibidor seria
responsavel pelos casos de deficiéncia combinada de fator V/fator VIII em 6 pacientes
estudados. No entanto, estudos posteriores (CANFIELD & KISIEL, 1982; SUZUKI et al.,
1983b; GARDINIER & GRIFFIN, 1984) mostraram que pacientes com deficiéncia
combinada de fator V/fator V11l tinham niveis normais do inibidor. Os dados encontrados por
MARLAR & GRIFFIN (1980) foram originados de um problema técnico, o congelamento e
descongelamento do plasma diminuem a atividade do inibidor da proteina C. Recentemente,
NICHOLS et al. (1998) identificaram que a deficiéncia combinada de fator V/fator VIII é
causada por mutacdes no gene que codifica uma proteina transmembrana do reticulo de Golgi,
denominada ERGIC -35.
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CARROL et al. (1997) encontraram um nivel mais elevado desse inibidor em
individuos sobreviventes de infarto do miocardio. Os autores sugerem que esse aumento seja
um fator de risco para eventos coronarios agudos, uma vez que esse inibidor interfere tanto no
sistema de anticoagulacdo como no sistema fibrinolitico.

N&o foram encontrados na literatura outros trabalhos de associacao entre alteracdes no

inibidor da Proteina C e trombose.

1.2.3. TROMBOMODULINA

A trombomodulina € uma glicoproteina transmembrana, localizada na superficie das
células endoteliais, que se liga a trombina com alta afinidade. Devido a essa ligacéo, a
trombomodulina ndo atua somente como um inibidor das atividades procoagulantes da
trombina, tais como, formacédo de fibrina, ativacdo do fator V, fator VIII e plaquetas, mas
também acelera em até 1.000 vezes a capacidade da trombina ativar a proteina C. Portanto, a
trombomodulina desempenha um importante papel na manutencdo das propriedades
anticoagulantes da superficie da célula endotelial (NAGASHIMA et al., 1993).

A expressdo de trombomodulina é um dos varios sistemas ativos pelo qual o endotélio
vascular controla o0 mecanismo hemostatico.

A seqliéncia de aminoécidos da trombomodulina humana foi deduzida de clones de
cDNA. Esses clones foram isolados de bancos construidos a partir de mRNA extraido de
células endoteliais e pulmonares (WEN et al., 1987). Essa proteina possui 575 aminoacidos,
sendo que os primeiros 18 compdem o peptideo sinal. Apds sua traducéo, a trombomodulina
sofre algumas modificacOes: glicosilacdo, B-hidroxilacdo e fosforilagdo (SUZUKI et al.,
1987b).

A trombomodulina consiste de 5 dominios estruturais: um dominio amino-terminal com
223 residuos de aminoacidos; um dominio de 236 residuos com 6 repeticbes de regies
semelhantes a EGF; um dominio rico em serinas e treoninas com 34 residuos; um dominio
transmembrana com 28 residuos e uma cauda citoplasmatica composta por 38 residuos
(ESMON et al., 1988). Estudos de TSIANG et al. (1992) mostraram que os dominios EGF 4,
5e 6 e 0o dominio rico em serinas e treoninas sdo necessarios para sua atividade de co-fator na

ativacdo da APC.
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Estudos de imunohistoquimica mostraram que a maioria da trombomodulina esta
localizada nos microvasos, os quais respondem por 99% da superficie endotelial em contato
com o sangue. Cada célula endotelial contém aproximadamente 50.000 a 100.000 moléculas
de trombomodulina. O soro contém 20 ng/ml de uma forma sollvel dessa proteina,
provavelmente originada por clivagem da sua forma tissular (MARUYAMA et al., 1985).

O gene que codifica a trombomodulina foi localizado no cromossomo 20, na regido
20p12-cen, através de estudos de hibridizagéo in situ (ESPINOSA et al., 1989). Esse gene
possui aproximadamente 3,66 Kb, ndo possui introns, e codifica um mRNA de 1,725 Kb.
Existe ainda uma regido 3' ndo codificadora com 1,779 kb. Na regido 5 ndo codificadora
(com aproximadamente 163 pb) existem seqiiéncias "TATA box" e "CCAAT box", além
disso 4 "GC box" (possivel sitio de ligacdo do fator de transcricdo Spl).

van der VELDEN et al. (1991) relatam a presenca de um polimorfismo de seqiiéncia
(GCC/GTC), o qual resulta na substituicdo de aminoacidos (alanina/treonina) no residuo 455
do sexto dominio EGF. Esses autores ndo encontraram associa¢do deste polimorfismo com
trombose venosa.

IRELAND et al. (1997) relatam a auséncia de associacdo desse polimorfismo com
infarto do miocardio. Entretanto, a associacdo entre esse polimorfismo com infarto do
miocardio foi encontrada no trabalho desenvolvido por NORLUND et al. (1997).

OHLIN & MARLAR (1995) descreveram a primeira mutagdo no gene da
trombomodulina em pacientes com trombose venosa. Nesse trabalho foram investigados 28
pacientes com historia familiar e pessoal de trombose venosa que tinham resultados
laboratoriais normais para proteina C, proteina S e antitrombina Il e que ndo apresentavam
fator V Leiden. Somente um paciente apresentou alteracdo no gene da trombomodulina, uma
mutacao no nucleotideo 1456G—T.

FAIONI et al. (1997) também investigaram essa mutacdo (1456G—T) em 100 pacientes
italianos com trombose venosa, porém nenhum paciente apresentou essa mutacao.

IRELAND et al. (1997) estudaram 104 pacientes com infarto do miocéardio e
identificaram 5 pacientes com mutacdes no gene da trombomodulina, sendo que 3 dessas
mutacdes eram diferentes.

Recentemente, FLEM et al. (1999) investigaram a regido promotora do gene da
trombomodulina em 205 pacientes com trombose venosa e identificaram uma Unica mutacéo,

a qual estava presente em dois pacientes.
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Esses dados indicam que alteracBes no gene da trombomodulina podem ser fatores de
risco para a ocorréncia de trombose venosa ou arterial, embora sejam menos freqtientes que

outras alteracGes, como a deficiéncia de proteina C, por exemplo.

1.2.4. PROTEINA S

A proteina S é uma proteina plasmatica dependente de vitamina K, com massa
molecular de 70.000 (DiSCIPIO & DAVIE, 1979). No plasma, a proteina S circula sob duas
formas diferentes: na forma livre e formando um complexo com a proteina de ligagcdo C4b do
sistema do complemento. Em torno de 60% da quantidade total da proteina S esté ligada a
C4b, entretanto somente a forma livre é capaz de atuar como co-fator para a proteina C,
exercendo assim sua atividade de inibidor fisioldgico da coagulagdo (DAHLBACK, 1984).

A proteina S é sintetizada nos hepatdcitos (FAIR & MARLAR, 1986), células
endoteliais (FAIR et al., 1986) e megacaridcitos (SCHWARTZ et al., 1989) como uma
proteina de cadeia Unica com 676 residuos de aminoacidos, dos quais 41 pertencem ao
peptideo lider. A proteina S sofre varias modificacbes pos-tradugdo (y-carboxilagéo,
glicosilagdo e B-hidoxilagdo). A seqliéncia de aminoacidos, deduzida a partir do cDNA,
indica que a proteina madura é composta pelos seguintes dominios funcionais: um dominio
acido-carboxiglutdamico (Gla); um dominio sensivel a trombina; 4 dominios semelhantes ao
fator de crescimento epidérmico (EGF) e 7 dominios semelhantes ao da globulina que se liga
ao hormonio sexual (LUNDWALL et al., 1986).

O gene que codifica a proteina S (PSa) estd localizado no cromossomo 3, 3pl1.1-
3pl11.2 (WATKINS et al., 1988). Existe ainda um pseudogene, denominado PS, localizado
no cromossomo 3, a menos de 4cM de PSa (PLOOS van AMSTEL et al., 1987). Ambos 0s
genes possuem similaridade de 97% na sequéncia de nucleotideos.

SCHMIDEL et al. (1990) isolaram e caracterizaram o gene PSa. ESse gene possui uma
extensdo de 80 Kb e 15 exons, que codificam um mRNA de 3,5 Kb. Ndo foi encontrada
nenhuma regido "TATA box", entretanto existem varios segmentos GC 30 a 80 nucleotideos
acima do sitio de iniciagdo da transcricdo. Esses segmentos sdo semelhantes ao sitio de

ligacdo do fator de transcrigdo Spl.
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DIEPSTRATEN et al. (1991) identificaram um polimorfismo neutro, na extremidade 3'
do exon 15, nucleotideo 2148A—G, no cddon que codifica para a prolina 626. A freqiiéncia
encontrada em 28 individuos caucasdides foi 0,48 para G e 0,52 para o alelo A.

MUSTAFA et al. (1996) identificaram um polimorfismo na regido 3' ndo traduzida do
gene da Proteina S devido a uma transversdo C—A no nucleotideo 2698.

Recentemente, LEROY-MATHERON et al. (1999) estudaram os polimorfismos
2148A—G e 2698C—A em individuos normais e encontraram associacdo desses
polimorfismos com o nivel de proteina S. Embora o mecanismo pelo qual esses
polimorfismos regulam a sintese da proteina S nao tenha sido elucidado, os autores sugerem
que o polimorfismo 2148A—G possa criar um sitio de "splicing” alternativo, o que resultaria
em um mRNA truncado. Os autores nao descartaram a hipotese desses polimorfismos estarem
em ligacdo com uma outra mutacdo que alteraria os niveis da proteina S.

A deficiéncia de proteina S associada com tromboembolismo recorrente foi descrita
pela primeira vez no inicio da década de oitenta por dois grupos independentes, SCHWARTZ
etal. (1984) e COMP et al. (1984). Desde entdo, muitos outros casos tém sido relatados.

A deficiéncia de proteina S pode ser classificada em trés subtipos, conforme salienta
SIMMONDS et al. (1997): deficiéncia do tipo I, reducdo da atividade e reducdo dos niveis,
tanto de proteina S total, como livre (deficiéncia quantitativa); deficiéncia do tipo Il, redugéo
da atividade, mas com niveis normais de proteina S total e livre (deficiéncia qualitativa) e tipo
I11, nivel normal de proteina S total e reducéo tanto do nivel de proteina S livre, como da
atividade.

A maioria dos pacientes deficientes é heterozigoto para a deficiéncia de proteina S e as
principais manifestacdes clinicas sdo, tromboflebite superficial, trombose venosa profunda e
tromboembolismo pulmonar (BROEKMANS et al.,, 1985; ENGESSER et al., 1987a). A
média de idade do primeiro episodio trombdtico esta entre 24 anos (BRIET et al., 1988) e 28
anos (ENGESSER et al., 1987a).

MAHASANDANA et al. (1990) descrevem um caso de homozigose para a deficiéncia
de proteina S, em uma crianga de 2 anos que apresentava purpura fulminante desde o
nascimento. Os pais da crianca tinham 27 anos, apresentavam resultados laboratoriais de
heterozigotos e eram assintomaticos.

BRIET et al. (1988) encontraram uma freqiéncia de 4% de heterozigotos para

deficiéncia de proteina S em um estudo com 257 pacientes com tromboembolismo recorrente,
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enquanto que GLADSON et al. (1988) encontraram 5% de heterozigotos em um grupo de 141
pacientes.

Conforme a base de dados Human Molecular Gene Database™ (COOPER et al., 1998),
até o presente, existem descritas 107 mutacfes que causam deficiéncia de proteina S. Dessas
107 mutacOes, 71 sdo substituiches "missense” ou "nonsense”, 13 alteram os sitios de
"splicing”, 14 sdo pequenas delecOes, 6 sdo pequenas insercdes, 2 sdo grandes delecdes e 1

inversao.

1.2.5. ANTITROMBINA Il

A antitrombina Il é uma glicoproteina de cadeia Unica com massa molecular de 58.000,
faz parte da familia das Serpinas, apresentando 30% de homologia com outras proteinas dessa
superfamilia.

A antitrombina Il € sintetizada no figado (FAIR & BAHNAK, 1984) e células
endoteliais (CHAN & CHAN, 1981). A proteina madura é composta por 432 residuos de
aminoacidos e sua estrutura terciaria € mantida por 3 pontes dissulfetos (PETERSEN et al.,
1979). Possui dois sitios funcionais: um sitio de ligacdo a trombina, Arg393-Ser394, (BJORK
et al., 1982) e um sitio de ligacdo a heparina, que envolve os residuos Pro41-Arg47-Trp49,
entre outros (BERESFORD & OWEN, 1990).

Como ja referido, antitrombina I11 € um dos mais importantes inibidores fisioldgicos da
coagulacgdo, inibe varias serino-proteases ativadas da cascata da coagulagdo, incluindo os
fatores Xlla, Xla, Xa, 1Xa e a trombina.

O nivel normal de antitrombina Il circulante € de aproximadamente 200mg/I e a meia-
vida dessa glicoproteina é de 3 dias (COLLEN et al., 1977). Nos estudos clinicos, o nivel
geralmente é expresso como uma percentagem do nivel encontrado em um conjunto de
plasmas normais. Os niveis normais variam entre 70% e 130%.

PROCHOWNIK et al. (1985) clonaram e caracterizaram o gene que codifica a
antitrombina I11. Esse gene possui uma extensdo de 14 Kb e 7 exons que codificam um
MRNA de 1,5 Kb. OLDS et al. (1993) identificaram a presenca de elementos de repeticdo da
familia Alu nos introns 1, 2, 3B, 4 e 5, todos, exceto um elemento, estdo orientados na direcao
reversa. O papel desses elementos Alu é desconhecido, mas sua alta freqiiéncia no gene da

antitrombina 111 € um fator de risco para ocorréncia de delecdes (LANE et al., 1993).
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O gene da antitrombina Il esta localizado no cromossomo 1, na regido 1g23-1g25,
conforme mostraram os estudos de ligacdo de WINTER et al. (1982) e os estudos de
hibridizacéo in situ realizados por BOCK et al. (1985).

A importéncia da manutencéo de niveis suficientes de antitrombina Il na circulacéo é
evidenciada pelo fato de que, heterozigotos para uma alteracdo no gene da antitrombina 11l
geralmente apresentam niveis de, aproximadamente, 65% e mesmo assim sofrem de
tromboembolismo recorrente.

EGEBERG (1965) relatou o primeiro caso de deficiéncia hereditaria de antitrombina 111
em uma familia norueguesa, que apresentava trombose venosa recorrente e niveis de
antitrombina 111 de 50% do normal.

A deficiéncia de antitrombina 1l é, classicamente, dividida em dois tipos: no tipo I,
tanto a atividade antigénica como funcional estdo diminuidas; no tipo Il, somente a atividade
funcional esta diminuida. HIRSH et al. (1989) propdem uma classificacdo em 3 tipos,
baseando-se nos niveis de antigeno, de atividade da antitrombina Il e da ligacdo a heparina.
No tipo I, todos os niveis estdo reduzidos; no tipo Il, o nivel de antigeno esta normal e as
atividades da antitrombina 111 e de ligacdo & heparina reduzidos; tipo 111, niveis de antigeno e
de atividade normais, entretanto a ligacao a heparina esta reduzida.

A deficiéncia exibe um padréo de heranga autossomico dominante, sendo que a maioria
dos afetados apresenta nivel de antitrombina I11 de 40% a 70%. O risco de trombose aumenta
com idade, HIRSH et al. (1989) calculam que o risco de um individuo heterozigoto ter
trombose até os 10 anos é 5%, entretanto até os 30 anos o risco aumenta para 65%. THALER
& LECHNER (1981) relatam que 85% dos individuos com deficiéncia de antitrombina Ill
com mais de 50 anos ja tiveram, pelo menos, um episodio de trombose. DEMERS et al.
(1992) observam que a prevaléncia de trombose em individuos com deficiéncia de
antitrombina I11 é de 51% e que na maioria dos casos um outro fator de predisposicao estava
presente.

A frequéncia da deficiéncia de antitrombina 11l tipo I, na populacdo em geral, é de
1/5000 (ABILDGAARD, 1981). TAIT et al. (1994a) também encontraram uma frequiéncia
semelhante para a deficiéncia tipo I, entretanto para a deficiéncia tipo Il (esses autores
utilizaram a divisdo classica) a freqiéncia encontrada foi 1,45/1000. Os autores sugerem que
as variantes do tipo Il com alteracdo na ligacdo a heparina, conferem um baixo risco de

trombose aos individuos heterozigotos.
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Em pacientes com trombose, a freqliéncia da deficiéncia de antitrombina Il1 é de 4,5%
(HIRSH et al., 1989).

Baseando-se na classificacdo citada acima, HIRSH et al. (1989) revisaram casos de
deficiéncia de antitrombina Ill obtendo os seguintes resultados: dos 260 individuos com
deficiéncia tipo I, 52% tiveram trombose; dos 105 individuos com tipo I, 54% tiveram
trombose; dos 51 individuos homozigotos para a deficiéncia tipo I11, somente 0.58% tiveram
trombose. Portanto, a expressao clinica dos tipos I e Il é diferente da expressédo da deficiéncia
tipo I1l. Casos de homozigotos para a deficiéncia tipo | nunca foram descritos, portanto é
presumivel que esta situacdo seja incompativel com a vida (TUDDENHAM & COOPER,
1993).

Um estudo realizado por FINAZZI & BARBUI (1994) mostra que pacientes com
deficiéncia de antitrombina Il ttm uma maior incidéncia de trombose do que aqueles com
deficiéncia de proteina C ou proteina S. Os autores sugerem que a deficiéncia hereditaria da
antitrombina Ill constitui um fator de risco para trombose maior do que as deficiéncias
hereditarias de proteina C e proteina S.

Conforme informagOes obtidas na base de dados “Imperial College Human
Antithrombin 11 Site™ (http://www.med.ic.ac.uk/dd/ddhc) até o momento foram registradas
256 mutacOes que causam a deficiéncia de antitrombina I1l. Dessas 256 mutacgdes descritas,
127 sdo diferentes: 60 mutacdes "missense™; 8 mutacdes "nonsense”; 7 delecdes "in frame™;
21 delecgdes "frameshift"; 12 inser¢Bes "frameshift"; 7 mutagcdes em sitios de "splicing"; 7

delecdes parciais do gene; 5 deleces totais do gene.

1.2.6. INIBIDOR DA ROTA DO FATOR TISSULAR

Conforme revisdo de TUDDENHAM & COOPER (1993), desde a década de quarenta
existem evidéncias que a rota iniciada pelo fator tissular era inibida por um fator plasmatico
ou sérico. Entretanto, somente na década de oitenta esse inibidor foi caracterizado e alguns
aspectos de seu mecanismo de acdo foram elucidados. Como ja mencionado, esse inibidor
impede a ativacdo do fator X e do fator IX.

O inibidor da rota do fator tissular (TFPI) € um inibidor tipo Kunitz, foi purificado de
linhagens de células de hepatoma e possui massa molecular de 38.000 (BROZE &
MILETICH, 1987). No plasma, ocorre sob duas formas principais, uma com massa molecular
de 40.000 e a outra com 46.000 (NOVOTNY et al., 1989). As formas de massa moleculares
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de 46.000 ou maiores ocorrem devido a associacdo com lipoproteinas. A diferenca de
tamanho entre as formas plasmaticas e a encontrada em células de hepatoma, pode ser devido
a auséncia de glicosilacdo e associacdo com lipoproteinas no hepatdcito.

O inibidor da via do fator tissular foi sintetizado, in vitro, em células de hepatoma
(WARN-CRANMER et al., 1989), células endoteliais e por outras linhagens celulares
(RANA et al., 1988). Entretanto, as células endoteliais sdo a principal fonte desse inibidor no
plasma (BAJAJ et al., 1987).

A seqliéncia completa de aminoacidos foi estabelecida de clones de cDNA de um banco
de expressdo por WUN (1988). Esse inibidor apresenta uma seqiiéncia lider hidrofébica de 24
ou 28 residuos de aminoacidos, seguida de 276 residuos da proteina madura. Possui 3
dominios funcionais que sdo do tipo Kunitz: o dominio K1 se liga ao fator Xa (GIRARD et
al., 1989); o K2 ao complexo FT/FVIila e o K3 estd envolvido na formagdo de pontes
dissulfeto com lipoproteinas (BROZE et al., 1990). Apo0s sua traducdo, essa proteina é
glicosilada e fosforilada.

O gene do inibidor da via do fator tissular foi caracterizado por van der LOGTH et al.
(1991a) e GIRARD et al. (1991). Esse gene possui uma extensdo de aproximadamente 70 Kb
sendo composto por 9 exons. A estrutura do gene é similar aqueles de outros inibidores tipo

Kunitz, inclusive aq-antitripsina e precursor amildide. N&o existem "TATA box", nem "GC

box" na regido promotora, entretanto provaveis sitios de ligagdo aos fatores de transcricao
NF1 e AP2 foram identificados.

Estudos realizados utilizando "Northern blot" revelam a presenca de dois tamanhos de
MRNA, um de 1,4 Kb e outro de 4,4 Kb, ambos os tamanhos foram encontrados em diferentes
linhagens celulares: células de figado Chang, células de hepatoma HepG2 e SK (WUN et al.,
1988); plaquetas (NOVOTNY et al., 1988); megacariocitos e células endoteliais de cordao
umbilical (BAJAJ et al., 1990). Esses dois tipos de mRNA podem ter sido originados por
processamento alternativo do transcrito, uma vez que ambos sdo idénticos na regido de
sobreposicao.

Dados experimentais sugerem que o TFPI desempenha um importante papel como um
anticoagulante natural. Em modelos experimentais, a imunoabsorcdo do TFPI induz a
coagulacdo intravascular disseminada e a infusdo de TFPI recombinante protege contra a
trombose (BAJAJ & BAJAJ, 1997).

MOATTI et al. (1999) identificaram 3 polimorfismos no gene do TFPI, —33C—T,

384T—C e 874G—A. Os dois primeiros polimorfismos ndo acarretam troca de aminoacidos e
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0 Ultimo implica na substituicdo de uma valina por uma metionina na posi¢do 264 (V264M).
Os autores ndo encontraram associagdo entre esse polimorfismo e doenga coronariana aguda,
embora os individuos heterozigotos tivessem o nivel de TFPI plasmatico reduzido, em
comparagao com os individuos homozigotos para o0 aminoacido valina.

Posteriormente, esse mesmo grupo de pesquisadores investigou a associacdo do
polimorfismo V264M com trombose venosa, em um grupo de 198 pacientes e nédo
encontraram associacdo (ARNAULD et al., 1999).

KLEESIEK et al. (1999) investigaram a ocorréncia de mutagdes no gene do TFPI em
342 pacientes com trombose venosa e encontraram uma mutacdo no exon 7 (536C—T), essa
mutacdo acarreta a troca do aminoacido prolina por uma leucina na posi¢do 151 da proteina
(P151L). Quatro pacientes eram heterozigotos para essa mutacdo e nenhum apresentou outro
fator de risco genético para trombose (deficiéncias de proteina C, proteina S ou ATIII, fator V
Leiden ou mutacdo 20210G—A no gene da protrombina). A prevaléncia de heterozigotos em
doadores de sangue foi 0,002. A analise estatistica mostrou um risco significativo para
trombose nos individuos heterozigotos (OR = 9,3; IC 95% = 1,8-48,6; P <0,01).

1.2.7. PLASMINOGENIO

O plasminogénio é o zimogénio plasmatico precursor da plasmina, uma serino-protease
que atua na degradacdo proteolitica da fibrina (fibrindlise).

O plasminogénio foi a primeira proteina da fibrindlise a ser purificada e ter sua
seqliéncia priméaria determinada através dos trabalhos de varios grupos de pesquisa, entre eles,
WIMAN & COLLEN (1977).

A proteina madura € um mondmero composto por 791 aminoédcidos com massa
molecular de 92.000, sendo sintetizada no figado. Os residuos 1-76 constituem o peptideo de
pré-ativacdo; os residuos 77-560 constituem a regido A, que contém 5 estruturas tipo
"kringle™; os residuos 561-790 compdem a regido B, que contém o sitio ativo da plasmina.

A plasmina é formada a partir do plasminogénio através de dois mecanismos principais:
um dos mecanismos é dependente do ativador tissular do plasminogénio, também chamado de
via extrinseca de ativacdo do plasminogénio; o outro mecanismo envolve os fatores de
contato da coagulacdo (fator XII, cininogénio de alto peso molecular e calicreina) e

uroquinase, também chamado de via intrinseca de ativagdo do plasminogénio.
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A plasmina € uma serino-protease composta por duas cadeias ligadas por pontes
dissulfeto entre os residuos de cisteinas. A plasmina degrada varias proteinas e substratos
peptidicos, principalmente fibrina. A sua especificidade por fibrina in vivo é determinada pelo
fato da plasmina se ligar a fibrina e de seu ativador primario, o ativador tissular de
plasminogénio, ser especifico para a fibrina. A plasmina livre € rapidamente neutralizada por

inibidores, tais como a ap-antiplasmina e ap-macroglobulina.

O gene do plasminogénio foi localizado no cromossomo 6 através de estudos de
hibridizacdo com células somaticas por MURRAY et al. (1987). Utilizando hibridizacdo in
situ, FRANK et al. (1989) o mapearam na regido 6026-g27.

O isolamento e caracterizacdo do gene do plasminogénio foram realizados por
MALINOWISKI et al. (1984), MALGARETTI et al. (1990) e PETERSEN et al. (1990). Esse
gene possui 52,5 Kb e € composto por 19 exons, que codificam um mRNA de 2,7 Kb.

Conforme revisto em TUDDENHAN & COOPER (1993), as deficiéncias de
plasminogénio descritas pertencem a duas categorias: hipoplasminogenemias, devido a
reducdo na quantidade de plasminogénio, também chamada de deficiéncia tipo | e
displasminogenemias, devido a uma quantidade normal de plasminogénio qualitativamente
anormal, também chamada de tipo II.

Até 1993, existiam 10 casos descritos na literatura de individuos com deficiéncia tipo |
e trombose. Na maioria dos casos um possivel desencadeante (ocorréncia de lesdo vascular,
cirurgia ou uso de anticoncepcional oral) estava presente. Os niveis de atividade foram
consistentes com heterozigosidade para o defeito, entretanto ndo foi observada a ocorréncia
de trombose nos outros familiares, mesmo quando comprovada a heterozigosidade para a
deficiéncia, atraves dos niveis reduzidos de plasminogénio (TUDDENHAM & COOPER,
1993).

Com relacdo a deficiéncia de plasminogénio tipo Il, existiam 11 casos descritos na
literatura até 1993. Os probandos tiveram episddios de trombose e na maioria dos casos 0s
demais familiares eram assintomaticos, mesmo agueles com niveis marcadamente reduzidos
(TUDDENHAM & COOPER, 1993).

GLADSON et al. (1988) encontraram uma prevaléncia de 2% a 3% da deficiéncia de
plasminogénio nos casos de trombose em pacientes jovens.

TAIT et al. (1994) estudaram 9.611 doadores de sangue e 0,5% apresentaram

deficiéncia de plasminogénio. Esses autores concluiram que a deficiéncia de plasminogénio
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ndo é, por si mesma, um fator de risco significativo para a trombose, uma vez que a
freqliéncia da deficiéncia de plasminogénio em grupos com trombose é de 1%.

Por outro lado, SARTORI et al. (1994) estudaram 21 individuos (pertencentes a 5
familias) e encontraram que 33,3% dos individuos com deficiéncia de plasminogénio tiveram
trombose, enquanto que somente 3,7% de seus familiares, com niveis normais de
plasminogénio, apresentaram essa patologia. Esses autores concluiram que a deficiéncia de
plasminogénio é um fator de risco para trombose.

Segundo BIASIUTTI et al. (1998) o fato da deficiéncia de plasminogénio ser ou ndo um
fator de risco para trombose é uma questdo aberta. Esses autores estudaram a prevaléncia da
deficiéncia de plasminogénio em um grupo de 1.192 pacientes com trombose. A freqiéncia
dessa deficiéncia foi 1,9% entre os probandos com trombose venosa, e de 1,4% entre aqueles
com trombose arterial. Entre os probandos com deficiéncia de plasminogénio, 35%
apresentaram outro fator de risco para trombose (fator V Leiden, deficiéncia de ATIII ou
deficiéncia de PS), enquanto que outros 17% apresentaram fator de risco circunstancial
(hipertenséo arterial, doenca de Becet, hipercolesterolemia).

Estudando os familiares dos probandos com deficiéncia de plasminogénio, BIASIUTTI
et al. (1998) relatam que a frequéncia de trombose, nos individuos com deficiéncia de
plasminogénio, foi semelhante & freqiiéncia nos individuos que tinham niveis normais de
plasminogénio. Assim, esses autores concluem que a deficiéncia de plasminogénio ndo é um
fator de risco importante para a trombose.

A deficiéncia de plasminogénio também leva a formacdo de depdsito de fibrina
extravascular, causando a conjuntivite lignea. Essa patologia é causada pela deposigdo de
fibrina na cdérnea devido a auséncia de plasmina, podendo ocorrer depdsito de fibrina em
outras mucosas, como, faringe, boca, traquéia e brénquios, o que propicia infeccdes (Base de
dados OMIN™, Online Mendelian Inheritance in Man, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).

Conforme a base de dados Human Molecular Gene Database™ (COOPER et al., 1998)
até o presente, foram descritas 12 mutac¢Ges que causam deficiéncia de plasminogénio. Dessas
12 mutagOes, 9 sdo mutacdes de ponto "missense”, 1 mutacdo de ponto "nonsense" e 2

pequenas delecdes.
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1.2.8. ATIVADOR TISSULAR DO PLASMINOGENIO

O ativador tissular do plasminogénio (tPA) é uma serino-protease com massa molecular
de 70.000. Essa proteina € sintetizada nas células endoteliais como uma glicoproteina de
cadeia Unica com 530 residuos de aminodcidos, sendo que os 35 primeiros constituem uma
sequéncia pré-pro-lider.

Com base na similaridade de seqiiéncia com outras proteinas, o ativador tipo tissular do
plasminogénio possui 0s seguintes dominios estruturais: um dominio em forma de "dedo”, um
dominio tipo EGF, dois dominios tipo "kringle” e um dominio catalitico (PENNICA et al.,
1983).

Quando essa proteina é adsorvida por uma superficie com fibrina ocorre a clivagem
proteolitica do residuo Arg275, transformado o tPA em sua forma ativa com cadeia dupla
(PENNICA et al., 1983).

Como referido anteriormente, o t-PA atua na ativacdo do plasminogénio, sendo o
principal ativador enddgeno do sistema fibrinolitico.

BENHAM et al. (1984) localizaram o gene do tPA no cromossomo 8 e YANG-FENG et
al. (1986) o mapearam na regido 8p12-11.12 por hibridizagéo in situ.

Embora varios grupos tenham isolado sequéncias parciais do gene do tPA, a sequéncia
completa foi obtida por DEGEN et al. (1986). Esse gene possui aproximadamente 40 Kb e 14
exons que codificam um mRNA de 2,65 Kb.

O gene do ativador tipo tissular do plasminogénio é composto por 22% de sequéncias
repetidas. Foram encontrados 28 diferentes elementos de repeticdo tipo Alu nos introns e na
regido 5' flanqueadora. Também foi encontrado um elemento tipo LINE, na regido 1,8 Kb-
1,5 Kb acima do sitio de iniciacdo da transcricéo.

DEGEN et al. (1986) descreveram um polimorfismo no intron 8 do gene do tPA
causado pela insercdo de uma sequéncia Alu. Esse e outros polimorfismos causados pela
insercdo de sequiéncias Alu no genoma tém sido usados como marcadores genéticos em
estudos sobre a origem e evolucao humana (TISHKOFF et al. 1996).

Para verificar se esse polimorfismo afeta a sintese do t-PA, van den EIJENDEN-
SCHRAUWEN et al. (1997) estudaram células endoteliais de corddo umbilical em cultura. Os
resultados obtidos indicaram que esse polimorfismo ndo afeta a sintese basal do t-PA.

van der BOM et al. (1997) investigaram a associa¢ao desse polimorfismo com infarto

do miocérdio em 121 pacientes de ambos o0s sexos. Nesse trabalho os autores encontraram
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associacdo desse polimorfismo com o infarto do miocardio. A homozigose para o alelo D
(auséncia da insercdo) estava associada com o aumento do risco para o infarto do miocérdio
(OR= 2,24; 95% IC = 1,11-5,4). Entretanto, os niveis de t-PA ndo estavam associados com
esse polimorfismo.

Por outro lado, RIDKER et al. (1997a) ndo encontraram associacao desse polimorfismo
com infarto do miocardio, num estudo evolvendo 369 homens que tiveram essa patologia. A
auséncia de associacdo tambeém foi encontrada no trabalho realizado STEEDS et al. (1998)

com 529 pacientes, de ambos os sexos, com infarto do miocardio.

1.2.9. INIBIDOR-1 DO ATIVADOR DO
PLASMINOGENIO

O inibidor-1 do ativador do plasminogénio (PAI-1) é uma glicoproteina da superfamilia
das Serpinas, possui massa molecular de 52.000 e foi purificado por van MOURIK et al.
(1984).

Conforme revisto em SPRENGS & KLUFT (1987), esse inibidor é sintetizado nas
células endoteliais e em outras linhagens celulares em cultura. Devido ao processamento
diferencial da extremidade N-terminal, a proteina madura possui 379 ou 381 residuos de
aminoacidos, sendo que as duas formas estdo presentes em quantidades equimolares.
Semelhante a outras serpinas, esse inibidor atua formando um complexo com a serino-
protease alvo, que pode ser o ativador tissular do plasminogénio ou a uroquinase de cadeia
dupla (forma ativa do ativador tipo uroquinase do plasminogénio).

A concentracdo plasmatica do PAI-1 € um determinante critico da quantidade de
ativador disponivel para a ativacdo do plasminogénio e, conseqlientemente, para a fibrindlise.
A deficiéncia do PAI-1 esta relacionada com graves hemorragias (FAY et al., 1992). Por
outro lado, um nivel muito elevado de PAI-1 pode inibir a fibrindlise, podendo ser um fator
de predisposicdo a trombose.

O gene do PAI-1 foi mapeado por hibridizagdo in situ no cromossomo 7, regido 7921.3-
g22, por KLINGER et al. (1987). O gene foi caracterizado por FOLLO & GINSBURG
(1989), e possui, aproximadamente, 12 Kb e 9 exons.

A sintese de PAI-1 é regulada por vérios fatores tais como, interleucina-1, TNFa,

TNFp, endotoxina e insulina. Em estudos de expressdo com células em cultura, altos niveis de
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glicose, triglicerideos e insulina atuam em sinergia no aumento do nivel de PAI-1 (revisto em
SOBEL, 1999).

Alguns estudos mostraram que niveis elevados desse inibidor sdo um fator de risco para
o infarto do miocardio (HAMSTEN et al., 1985; HAMSTEN, 1987; SCARABIN et al., 1998),
doenga aterosclerética coronariana (ECAT, 1993) ou trombose venosa (NILSSON et al.,
1985; JUHAN-VAGUE et al., 1987). Entretanto, em outros trabalhos ndo foi encontrada
associacdo entre niveis elevados de PAI-1 e infarto do miocardio JUNHAN-VAGUE et al.,
1996), doenca isquémica do coracdo (LOWE et al., 1998) ou trombose venosa (ENGESSER
etal., 1989).

DOGGEN et al. (1999) salientam que a existéncia de uma associagdo entre 0s niveis de
PAI-1 e trombose, ndo permite a conclusdo de causa-e-efeito, devido aos seguintes fatores: a)
a presenca de aterosclerose aumenta o nivel de PAI-1, fazendo com que 0 mesmo seja um
marcador de aterosclerose e ndo um fator de risco para a trombose; b) o infarto do miocardio
é acompanhado por lesdo tissular, a qual pode estimular a producdo de PAI-1; c) os fatores de
risco para infarto, tais como obesidade e diabetes, estdo relacionados com o nivel de PAI-1.

DAWSON et al. (1993) identificaram um polimorfismo, na regido promotora do gene
do PAI-1, causado pela insercdo/delecdo de uma base guanina em uma sequéncia de quatro
guaninas (alelos 4G e 5G). As frequéncias alélicas obtidas em uma amostra de 95 suecos
foram, 0,47 para o alelo 4G e 0,53 para o alelo 5G. Os dados obtidos por esses autores
indicam que esse polimorfismo ndo afeta a express@o basal, embora altere a resposta do gene
a interleucina-1, a qual é um reativo de fase aguda.

Entretanto, o trabalho de ERIKSSON et al. (1995) mostrou que o polimorfismo 4G/5G
altera a transcricdo basal do PAI-1, pois individuos homozigotos para o alelo 4G
apresentaram, em média, niveis mais elevados de PAI-1 do que os homozigotos 5G, 0s
heterozigotos apresentaram niveis intermediarios.

BURZOTTA et al. (1998) estudaram a influéncia desse polimorfismo e de fatores
ambientais nos niveis de PAI-1. Os resultados obtidos mostraram que esse polimorfismo
influencia a relagdo entre os niveis de PAI-1 e alguns fatores ambientais. Em individuos
normolipémicos, uma correlacdo positiva entre 0s niveis de colesterol e de PAI-1 foi obtida
nos homozigotos 5G5G, mas ndo nos homozigotos 4G4G. Entretanto, essas diferencas nao
ocorreram nos estudos com individuos dislipidémicos. Por outro lado, a correlacdo entre os

niveis de triglicerideos e os de PAI-1 somente foi encontrada nos homozigotos 4G4G, no
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grupo de individuos com dislipidemia. No grupo de normolipémicos, o gendétipo para o
polimorfismo n&o alterou o coeficiente de correlacéo.

ERIKSSON et al. (1995) estudaram a distribuicdo desse polimorfismo em 94 homens
com infarto do miocérdio e encontraram associagao entre esse polimorfismo e essa patologia.
A freqiiéncia do alelo 4G foi maior nos pacientes do que no grupo controle (OR = 2,15;
IC 95% = 1,17-3,96).

MANSFIELD et al. (1995) estudaram a associacdo desse polimorfismo com doenca
arterial coronariana em pacientes com diabetes nao-insulino-dependente. O genoétipo 4G4G
foi mais frequente no grupo de 38 pacientes que desenvolveram doenca arterial coronariana,
do que no grupo de 122 controles. Esses autores sugerem que a homozigose para o alelo 4G é
um fator de risco para a doenca arterial coronariana.

GARDERMANN et al. (1999) relatam associacdo desse polimorfismo com doenca
arterial coronariana, num estudo envolvendo 2.565 individuos submetidos a angiografia. O
gendtipo 4G4G foi mais freqliente no grupo de pacientes com doenca arterial coronariana (n =
1.971) do que no grupo sem essa doenca (n = 594). Entretanto, 0os autores ndo encontraram
associacao desse polimorfismo com a presenca de infarto do miocérdio.

DOGGEN et al. (1999) estudaram 331 homens com infarto do miocardio e nao
encontraram associagdo desse polimorfismo com essa doenca, nem desse polimorfismo com
0s niveis de PAI-1.

IACOVIELLO et al. (1998) realizaram uma meta-analise sobre esse polimorfismo e
concluiram que os resultados obtidos corroboram com a hipotese de que o alelo 4G confere
um aumento no risco de infarto do miocérdio (OR = 1,23; IC 95% = 1,04-1,45).

GRUBIC et al. (1996) estudaram os niveis de PAI-1 e a distribuicdo dos gendtipos
desse polimorfismo em 83 pacientes, de ambos os sexos, com trombose venosa e em 50
individuos controles. As frequéncias genotipicas obtidas ndo foram diferentes nos dois
grupos. Os resultados mostraram a associacdo do polimorfismo com os niveis de PAI-1, 0s
individuos homozigotos para o alelo 4G apresentaram niveis mais altos desse inibidor. Os
niveis de PAI-1 nos dois grupos estudados foram similares.

Em uma ampliacdo do estudo realizado por GRUBIC et al. (1996), STEGNAR et al.
(1998) estudaram 150 pacientes com trombose venosa, de ambos 0s sexos, e 145 individuos
controles. Também, nesse trabalho, os pesquisadores ndo encontraram associacdo desse
polimorfismo com essa patologia. A associacao entre o polimorfismo com os niveis de PAI-1

foi significativa somente no grupo de pacientes, e a correlacdo entre os niveis de PAI-1 e 0s
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niveis de triglicerideos foi, significativamente, maior nos pacientes com genétipo 4G4G do
gue nos homozigotos 5G5G. Os autores concluiram que esse polimorfismo ndo é, por si
mesmo, um fator de risco para trombose venosa.

Por outro lado, no estudo realizado por SARTORI et al. (1998), a frequéncia de
homozigotos para o alelo 5G foi significativamente reduzida no grupo de pacientes com
trombose venosa. Nesse trabalho, os autores mostraram que havia uma diminui¢cdo da
atividade fibrinolitica, devido ao excesso de PAI-1, nos individuos que apresentavam o alelo
4G.

1210 O COMPLEXO FATOR VIII/FATOR VON
WILLEBRAND

O fator VI (FVIII) é uma glicoproteina plasméatica que atua na via intrinseca do
mecanismo de coagulagdo, acelerando a ativacdo do fator X, através da formagdo de um
complexo com ions célcio, fosfolipideos e fator 1X ativado (BLOOM, 1981).

A hemofilia A, grave doenca genética hemorrégica, é causada por niveis reduzidos de
FVIII. O padrdo de heranca da hemofilia A é recessivo ligado ao sexo, e freqliéncia varia
entre 1: 5.000 a 1:10.000 homens.

O gene que codifica o FVIII esta localizado no cromossomo X, na regido Xg28, possui
uma extensdo de 186 Kb, sendo composto por 26 exons que codificam um mRNA de 9 Kb,
aproximadamente (WHITE & SHOEMAKER, 1989).

No plasma, o fator VIII circula formando um complexo néo covalente com o fator von
Willebrand (FVW).

O FvW é uma glicoproteina formada por multimeros unidos por pontes dissulfidicas e
desempenha dois importantes papéis na hemostasia: a) atua na adesdo e agregacdo
plaquetéria; b) estabiliza e protege o FVIII da degradagéo proteolitica.

A doenca de von Willebrand (dvW) é causada por alteracfes qualitativas (dvW tipo 1 e
dvW tipo 3) ou quantitativas (dvW tipo 2) no FvW. Essa doenca hemorragica apresenta
padrdo de heranca autossomico dominante com penetrancia incompleta e expressividade
variada (dvW tipo 1 e dvW tipo 2) ou autossomico recessivo (dvW tipo I11). A freqliéncia
dessa patologia, se todos os graus de gravidade forem incluidos, é de 1:100, entretanto a
frequéncia da formas clinicamente relevantes é de 1,25/10.000 (TUDENHAM & COOPER,
1993).
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Devido ao efeito protetor do FVW sobre o FVIII, individuos com doenca de von
Willebrand, geralmente, apresentam niveis diminuidos de FVIII.

O gene que codifica 0 FVYW esta localizado no cromossomo 12, na regido 12p12-pter.
Esse gene possui cerca de 178 Kb, contém 52 exons que codificam um mRNA de 9 Kb
(RUGGERI, 1999).

O sistema sanguineo ABO influencia os niveis do complexo FVIII/FVW. Individuos do
grupo sanglineo O apresentam, em média, niveis mais baixos de FVIII e FYW do que
individuos dos outros grupos (PRESTON & BARR, 1964; FISCHER, 1995).

Ha mais de 30 anos, a associacdo entre trombose com o sistema ABO é conhecida. Os
trabalhos de ALLAN & DAWSON, (1968) e de JICK et al. (1969) mostram que existe um
aumento na freqtiéncia de individuos do grupo ndo-O em pacientes com trombose.

JICK et al. (1969) sugeriram que o fato de individuos ndo-O serem mais propensos a
trombose poderia estar relacionado aos resultados obtidos por PRESTON & BARR (1964), os
guais mostravam que individuos ndo-O apresentavam niveis mais elevados de fator VIII.

KOSTER et al. (1995) estudaram a importancia do FVIII, FvW e dos grupos sangiineos
do sistema ABO no desenvolvimento da trombose venosa. Através da andlise univariada, 0s
resultados obtidos mostraram que essas trés variaveis estavam relacionadas com trombose
venosa: o risco de trombose aumentava conforme o aumento dos niveis do FVIII e do FvW,
sendo esse efeito maior em individuos de grupo sangliineo ndo-O. Entretanto, na analise
multivariada, somente o FVIII permaneceu como um fator de risco.

KRAAIJENHAGEN et al. (2000) estudaram 60 pacientes com tromboembolismo
venoso e 0s resultados obtidos mostraram que niveis elevados de fator VIII estavam
associados com essa patologia.

KAMPHUISEN et al. (1999) ressaltam que, como o FVIII é medido em individuos apds
0 evento de trombose, 0 aumento desse fator observado nos pacientes pode ndo ser a causa da
trombose, mas uma resposta fisiolégica ao processo inflamatdrio. Assim, esses pesquisadores
corrigiram os niveis de FVIII conforme os niveis de Proteina C Reativa (um marcador de
inflamacdo) e os resultados obtidos indicaram que os niveis elevados de FVIII em pacientes
com trombose ndo sdo uma conseqiiéncia do processo inflamatorio.

KAWASAKI et al. (1999), em estudos com modelos animais, mostraram que niveis

elevados de FVIII contribuem para o desenvolvimento de trombose.
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O'DONNELL et al. (2000) mostraram que os niveis elevados de fator VIII em pacientes
com trombose venosa sdo persistentes e independentes da fase aguda, sendo um fator de risco

para trombose.

1.2.11. FATOR V

O fator V € uma glicoproteina de cadeia simples com massa molecular de 300.000. Os
principais sitios de sintese do fator V séo o figado e os megacariocitos. A maior parte do fator
V esta no plasma e cerca de 25% esta estocado nos granulos-o das plaquetas.

Durante o processo de coagulacdo o fator VV é convertido a sua forma ativa, FVa,
através de proteolise pela trombina. O FVa é composto por uma cadeia leve e uma cadeia
pesada que, na presenga de ions calcio, sdo associadas de forma ndo-covalente.

O FVa atua como co-fator para o fator Xa. Juntos 0 FXa e o FVa, na presenca de
fosfolipideos e ions calcio, ativam a protrombina em trombina.

A deficiéncia de fator V causa graves hemorragias, essa doenca genética também é
denominada parahemofilia, sendo o padrdo de heranga autossomico recessivo (FISCHER et
al., 1984).

O fator V também participa do processo de inibicdo da coagulacdo. Na presenca de
proteina S, o fator V acentua a inibicdo do fator VIlla pela proteina C ativa (SHEN &
DAHLBACK, 1994).

O gene do fator V esta localizado no cromossomo 1, na regido 1921-25 (WANG et al.,
1988) e foi caracterizado por CRIPE et al. (1992). Esse gene possui cerca de 80 Kb e 25
exons.

O FVa é inativado pela proteina C ativa (APC) na presenga do co-fator proteina S,
fosfolipideos e ions célcio. A inativagdo do FVa pela APC requer 3 clivagens na cadeia
pesada nas seguintes posi¢cdes Arg506, Arg306 e Arg679 (KALAFATIS et al., 1994).

Baseados na hipotese de que uma baixa resposta a acdo anticoagulante da APC poderia
ser um fator de predisposicdo a trombose venosa, DAHLBACK et al. (1993) desenvolveram
uma série de novos testes de coagulacdo, os quais avaliavam a resposta anticoagulante do
plasma a APC.

Estudando uma familia com histéria hereditaria de trombose venosa, DAHLBACK et
al., (1993) encontraram 14 pessoas que tinham uma resposta anticoagulante muito baixa

quando era adicionada APC aos seus plasmas, 0s autores denominaram esse defeito
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bioquimico como resisténcia a APC e sugeriram que esse defeito fosse hereditario. Nessa
familia, 5 das 14 pessoas com resisténcia & APC tiveram episodios de trombose. Entretanto,
esses pesquisadores ndo identificaram qual a causa da resisténcia a APC, apenas sugeriram
que seria devido a deficiéncia de um co-fator necessario para a atividade da APC.

Apos esse trabalho, alguns grupos comecaram a investigar a frequéncia da resisténcia a
APC em individuos com trombose e em individuos normais. GRIFFIN et al. (1993) e
SVENSSON & DAHLBACK (1994) encontraram que, aproximadamente 50% individuos
com trombose apresentavam resisténcia a APC.

KOSTER et al. (1993) encontraram que a resisténcia a APC estava presente em 21%
dos pacientes com trombose e em 5% em individuos normais. Através de estudos familiares,
esses autores concluiram que a resisténcia a APC apresentava um padrdo de heranca
autossomico dominante.

Na tentativa de provar a existéncia desse co-fator, cuja deficiéncia causaria resisténcia a
APC, DALBACK & HILDERBRAND (1994) tentaram purificar esse co-fator do plasma.
Apdbs varios experimentos, esses pesquisadores chegaram a conclusdo de que esse co-fator
seria 0 proprio fator V. Os autores propuseram que o fator V, além de sua atividade
coagulante, teria uma funcdo anticoagulante e que mutacGes no gene do fator VV poderiam
causar resisténcia a APC, ndo alterando a funcéo coagulante do mesmo.

Logo em seguida, BERTINA et al. (1994) identificaram no gene do fator V a mutacéo
gue causava a resisténcia a APC. Nesse trabalho, 80% dos individuos com resisténcia a APC
apresentavam essa mutacdo. A mutacdo ocorre no exon 10, nucleotideo 1691 G—A e resulta
na substituicdo da arginina 506 por uma glutamina. O fator V que apresenta a glutamina na
posicdo 506 é denominado de Fator V Leiden ou fator V R506Q.

Essa substituicdo de aminoacidos ocorre no sitio de clivagem do fator Va pela APC,
como mencionado acima, essa clivagem € necessaria para a inativacdo completa do fator Va.
Portanto, essa mutacdo explicava a resisténcia a APC nesses individuos. Posteriormente,
VARADI et al. (1999) demonstraram que essa substituicdo de aminoacidos também elimina a
atividade do fator VV como co-fator da APC, no processo de inativacao do fator Vllla.

BERTINA et al. (1994) estimaram que a freqiiéncia desse alelo mutante seria de 2% na
populacdo holandesa.

Embora exista uma grande variagdo na freqiiéncia do fator VV Leiden nas diferentes
populacbes caucasoides, como serd visto mais adiante, todos os trabalhos confirmam que o

mesmo é um importante fator de risco para trombose. Como exemplo, citaremos alguns dados
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mostrando a freqliéncia de heterozigotos, respectivamente, na populacdo em geral e nos
pacientes com trombose venosa: a) na Franga, as frequéncias foram 3,5% e 14,5%
(LEROYER et al., 1997); b) nos Estados Unidos, 6% e 12% (RIDKER et al., 1995); c) na
Austrélia, 4% e 26,5% (MA et al., 1995); d) na Suécia, 11% e 25% (SVENSSON et al.,
1997).

ZOLLER et al. (1994) investigaram 308 individuos pertencentes a 47 familias com
trombose venosa e fator V Leiden, dos individuos que apresentaram trombose venosa 146
individuos ndo apresentavam o fator V Leiden (normais), 146 eram heterozigotos e 18 eram
homozigotos para o fator V Leiden. Até os 33 anos, 8% dos individuos normais, 20% dos
heterozigotos e 40% dos homozigotos para o fator V Leiden apresentaram episédios de
trombose. Sendo que a idade media da ocorréncia de trombose foi 36 anos (amplitude 16 —
71) tanto nos heterozigotos como nos normais e 25 anos (amplitude 10 — 40) nos homozigotos
para o fator V Leiden (ZOLLER et al. 1994).

EMMERICH et al. (1997) estudaram 36 homozigotos para o fator V Leiden, 31
pacientes tiveram trombose, sendo que a idade média da ocorréncia de trombose foi 38 + 16
anos. Dos pacientes que tiveram trombose, 29 tiveram um fator de risco circunstancial na
época da trombose. Esses autores referem que a homozigose para o fator V Leiden leva a
complicacdes trombdticas menos severas do que a homozigose para as deficiéncias de
proteina C ou proteina S.

A resisténcia a APC ndo € determinada somente pela presenca do fator V Leiden, pois
no estudo realizado por BERTINA et al. (1994), 20% dos casos que apresentaram resisténcia
a APC nos testes de coagulacdo ndo apresentaram o fator VV Leiden. A origem da resisténcia a
APC sem a presenca do fator V Leiden ainda ndo esti bem estabelecida, sendo provavel que
seja uma mistura de causas genéticas e adquiridas (ROSENDALL, 1999).

Em uma revisdo sobre o assunto, BERTINA (1999) refere que gravidez, uso de
anticoncepcional oral, lupus anticoagulante e niveis elevados de fator VIII podem causar o
fendtipo de resisténcia a APC. Entretanto, a base molecular desses tipos de resisténcia a APC
ndo é conhecida ainda.

A resisténcia a APC também pode ser causada por anticorpos contra a proteina C.
ZIVELIN et al. (1999) relataram o caso de uma paciente com trombose venosa e arterial e que
apresentava resisténcia a APC devido a producdo de um anticorpo contra a APC.

A hipotese de que mutagdes nos sitios de inativacdo do fator Vllla pela APC poderiam
causar resisténcia a APC levou ROELSE et al. (1996) e BOKAREWA et al. (1997) a
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investigarem o gene do fator VIII em individuos com resisténcia a APC e que nédo
apresentavam o fator V Leiden. Entretanto, esses pesquisadores ndo encontraram nenhuma
mutacgéo no gene do fator VIII, que pudesse ocasionar a resisténcia a APC.

Porém, outras alteracbes no gene do fator V que causam o fenotipo de resisténcia a APC
foram identificadas, a saber, o fator V Arg306Thr e o fator V His1299Arg.

O fator V Arg306Thr, também denominado fator V Cambridge, é causado por uma
mutacédo no nucleotideo 1091 (exon 7), a qual resulta na substituicdo de uma arginina por uma
treonina no residuo 306 do fator V (WILLIAMSON et al., 1998). Essa mutacdo foi
identificada em uma paciente com trombose venosa e que apresentava resisténcia a APC.
Entretanto, nesse mesmo trabalho foram investigados 585 pacientes com trombose venosa e
226 doadores de sangue, mas nenhum destes apresentou esta mutacao.

A presenca do fator V Arg306Thr também foi investigada por FRANCO et al. (1998),
esses pesquisadores estudaram 104 pacientes com trombose venosa e 208 individuos
controles. Apenas um individuo controle apresentou essa alteracdo, assim baseados nos dados
obtidos, esses autores sugeriram que o fator V Arg306Thr ndo seria um fator de risco para a
trombose venosa.

O fator V His1299Arg é causado por uma mutacdo de ponto no nucleotideo 4070
A—G, no exon 13, a qual resulta na troca de aminoéacido histidina por uma arginina na
posicdo 1299 (LUNGHI et al., 1996). Nesse trabalho foi demonstrado que o alelo R2
(1299Arg) estava associado com niveis mais baixos de fator V, indicando a influéncia
genética na variacdo nos niveis do fator V.

Posteriormente, esse mesmo grupo de pesquisadores verificou que o alelo R2 causava
resisténcia a APC (BERNARDI et al., 1997). Nesse mesmo trabalho, a freqiiéncia dessa
mutacdo foi investigada em 100 pacientes com trombose venosa € em um grupo controle
composto por 98 individuos. A freqiiéncia de heterozigotos obtida no grupo de pacientes
(11%) foi similar a frequéncia encontrada no grupo controle (9%). Portanto, esses autores
sugeriram que esse polimorfismo, quando em heterozigose, ndo seria um fator de risco para
trombose.

Por outro lado, os resultados obtidos por ALHENC-GELAS et al. (1999) mostraram
associacdo entre esse polimorfismo e trombose venosa. Neste trabalho, foram estudados 205
pacientes com trombose venosa e 394 individuos controles. As freqiiéncias de heterozigotos e
homozigotos (R2R2) obtidas foram, respectivamente 18% e 0,5%, no grupo de pacientes e

11% e 0,2% no grupo controle. O alelo R2 foi mais freqliente no grupo de pacientes com
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trombose venosa do que no grupo controle (OR = 1,8; IC 95% = 1,1-2,8). Mesmo apoés a
excluséo de pacientes com outras alteracGes genéticas que predispdem a trombose, o alelo R2
continuou sendo um fator de risco para trombose (OR = 2,0; IC 95% = 1,2-3,5). Sugerindo,
assim, que o fator V His1299Arg é um fator de risco para trombose venosa.

Dada a importancia do fator V Leiden como fator de risco para a trombose, varios
trabalhos tém sido publicados com relagdo a distribuicdo desse polimorfismo em diferentes
populacbes e algumas inferéncias evolutivas tém sido levantadas, assim alguns desses
trabalhos serdo referidos nos proximos paragrafos.

O trabalho de REES et al. (1995) mostrou que existem diferencas nas frequéncias do
fator V Leiden entre as diversas populagdes analisadas, nesse trabalho foram estudados 1.690
individuos pertencentes a 24 populagGes. Agrupando as populacdes por continentes, as
frequéncias alélicas obtidas para o fator VV Leiden foram, 4,4% na Europa (618 individuos
estudados), 0,6% na Asia Menor (180 individuos estudados). Entretanto, esse alelo ndo foi
encontrado na Africa (incluindo o Oriente Médio, 306 individuos estudados), Australéasia (168
individuos estudados), Asia (272 individuos estudados) e América (146 individuos incluindo
jamaicanos, indios peruanos, e indios das ilhas VVancouver).

No mesmo trabalho, as freqiiéncias alélicas obtidas nos varios paises da Europa foram
diferentes, 0% na Italia (49 individuos estudados), 2,0% na Alemanha (49 individuos da
Bavaria), 2,6% na Groenlandia (96 individuos), 4,4% na Inglaterra (237 individuos) e 7% na
Grécia (187 cipriotas).

Considerando a freqliéncia elevada no fator V Leiden na Europa e a sua raridade em
outras populacdes, REES et al. (1995) salientaram que a mutacdo que originou esse
polimorfismo ocorreu recentemente na populacdo fundadora da Europa e se dispersou por
migracdo. Esses autores também salientaram que a alta freqiéncia de um alelo com um
fenotipo, aparentemente, deletério tanto em homozigose como em heterozigose, poderia
apresentar vantagem seletiva para os heterozigotos. Assim, esses pesquisadores sugeriram que
a heterozigose poderia ter sido vantajosa pela reducdo do sangramento ap0s um trauma,
especialmente na época em que o ser humano era cacador, e pela diminuicdo da perda de
sangue na menstruacao e parto, protegendo contra a perda de ferro.

REES et al. (1995) também sugeriram que a trombose pudesse ser menos grave no
passado, uma vez que outros fatores de risco tais como, cirurgias, terapia hormonal,

imobilidade e idade avancada, eram raros.
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Outro fator que evidencia uma Unica origem do fator V Leiden é a segregacdo do
mesmo com um Unico haplétipo, como mostram os trabalhos realizados por COX et al.
(1996), ZIVELIN et al. (1997), ZOLLER et al. (1997) e REES et al. (1998).

Os resultados obtidos por COX et al. (1997), no estudo de 46 heterozigotos e 6
homozigotos para o fator V Leiden, mostraram que o alelo 1691A segregava sempre com um
mesmo haplétipo para o exon 13 do gene do fator V, indicando uma Unica origem para o fator
V Leiden. Dados similares foram encontrados por ZIVELIN et al. (1997), ZOLLER et al.
(1997) e REES et al. (1998).

Analisando os resultados obtidos pelo estudo de haplotipos, ZIVELIN et al. (1997)
sugerem que a mutagdo que deu origem ao fator V Leiden surgiu em um unico ancestral
caucasoide entre 21.000 a 34.000 anos atrés. E, considerando sua elevada fregiiéncia em
caucasoides, esses autores também sugeriram que este seja um polimorfismo que confere

vantagem ao heterozigoto, do mesmo modo como o sugerido por REES et al. (1995).

1.2.12. FATOR Il ou PROTROMBINA

A protrombina ou fator 11 é o zimogénio da serino-protease trombina, a qual € uma das
enzimas chaves no processo de hemostasia e trombose. A trombina apresenta atividade pro-
coagulante, anticoagulante e antifibrinolitica.

A trombina atua no final da cascata de coagulacdo, convertendo o fibrinogénio em
fibrina e participa da retroalimentagéo positiva desse processo, ativando os fatores V e VIII.
Também, € responsavel pela ativacdo do fator XIIl (fator que confere estabilidade ao
coagulo). Assim, dessas diferentes maneiras a trombina exerce a atividade pro-coagulante.

A trombina, juntamente com a trombomodulina, ativa a proteina C, a qual inibe o0s
fatores V e VIII da cascata da coagulacdo, desse modo a trombina desempenha seu papel
anticoagulante.

No processo de fibrindlise, a trombina pode afetar a capacidade fibrinolitica pela
modulacdo da producdo do ativador tissular do plasminogénio e do inibidor-1 do ativador do
plasminogénio.

A trombina também tem acdo sobre as células: é o ativador mais potente de plaquetas,
estimula as células endoteliais a expressarem P-selectina (molécula de adesdo leucocitaria),
fator von Willebrand, fatores de crescimento e citocinas (COUGHLIN, 1998).
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O gene que codifica a protrombina esta localizado cromossomo 11, na regido 11pl1-
gl12. Apresenta tamanho de 21 Kb, sendo composto por 14 exons que codificam mRNA de
2,1 Kb (TUDDENHANM & COOPER, 1993).

POORT et al. (1996) investigaram o0 gene da protrombina como candidato a alteragoes
que possam predispor a trombose. Esse grupo de pesquisadores analisou o gene da
protrombina em 28 pacientes selecionados, com trombose venosa idiopatica. A Unica
alteracdo encontrada foi um polimorfismo na regido 5’ ndo traduzida, causado por uma
mutacdo G—A no nucleotideo 20210. Nesse grupo de pacientes, selecionados quanto a
auséncia de outro fator de risco e presenca de historia familiar de trombose, a freqiiéncia do
alelo 20210A foi 18%. Quando todos os pacientes com trombose venosa foram testados, a
frequéncia do alelo A foi 3,2%. A frequéncia do alelo 20210A na populagdo em geral foi
1,15%. Assim, POORT et al. (1996) estabeleceram que esse polimorfismo é um fator de risco
para trombose (OR =2,8; 95% IC = 1,4-15,8).

Nesse mesmo trabalho, POORT et al. (1996) demonstraram que o alelo 20210A estava
relacionado com o aumento dos niveis de protrombina. Embora, ndo tenham elucidado o
mecanismo pelo qual esse polimorfismo influencia o nivel de protrombina, os autores
sugerem que ele possa aumentar a estabilidade do mRNA ou estar em desequilibrio de ligacdo
com outra mutacdo ainda ndo detectada.

Desde a caracterizacdo desse polimorfismo, muitos grupos de pesquisa tém determinado
a freqiiéncia dessa mutacdo em pacientes com trombose venosa. Os resultados obtidos,
mesmo em diferentes paises, confirmam que a presenca do alelo 20210A é um fator de risco
para essa doenca. Para exemplificar podemos citar alguns desses estudos, SOUTO et al.
(1998) na Espanha, LEROYER (1998) na Franca; HILLARP et al. (1997) na Suécia;
FERRARESI et al. (1997) na Italia; KAPUR et al. (1997) nos Estados Unidos; CUMMING et
al. (1997) na Inglaterra e ARRUDA et al. (1997) no Brasil.

1.2.13. FATOR VII

O fator VII é uma glicoproteina plasmatica que participa da via extrinseca da
coagulacdo, sendo sintetizado no figado e secretado como uma proteina de cadeia simples.

Na presenca do fator tissular, o fator VII inativo é convertido a sua forma ativa, de
cadeia dupla, por clivagem proteolitica. O fator VII é ativado pelo fator Xa, e outras

proteases, como fator Xlla, fator 1Xa, trombina e pelo préprio fator Vlla.
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O fator Vlla juntamente com o fator tissular e na presenca de ions calcio e fosfolipideos
ativa os fatores 1X e X.

Os niveis plasmaticos de fator VII sdo influenciados tanto por fatores genéticos como
ambientais. Os niveis de triglicerideos sdo os principais determinantes ambientais do nivel do
fator VII. ldade, indice de massa corporal, uso de contraceptivos orais e menopausa também
influenciam o nivel do fator VII (BALLEISEN et al., 1985a e BALLEISEN et al., 1985b).

O gene que codifica o fator VII estd localizado no cromossomo 13, na regido 13qg34
(GILGENKRANTZ et al., 1986). Esse gene é composto por 12,8 Kb organizadas em 9 exons,
que codificam um mRNA de 1,4 Kb (O'HARA et al., 1987).

Vérios estudos tém evidenciado associagdes entre polimorfismos de DNA no gene do
fator VII com niveis plasmaticos dessa proteina. Entre os polimorfismos ja descritos para esse
gene, os polimorfismos R353Q e —323P0/10 tém sido os mais estudados.

O polimorfismo R353Q é causado pela substituicdo de uma guanina por uma adenina no
cddon para 0 aminoécido 353, essa mutacdo leva a troca do aminoacido arginina (alelo R) por
uma glutamina (alelo Q) na proteina (GREEN et al., 1991).

O polimorfismo —323P0/10 é causado pela inser¢do/delecdo de 10pb no nucleotideo —
323 na regido promotora do gene (MARCHETTI et al., 1993). O alelo P10 apresenta o
fragmento de 10 pb, no alelo PO esse fragmento est4 ausente.

Esses dois polimorfismos apresentam associacdo alélica, sendo que os alelos Q e P10
segregam juntos (HUMPHRIES et al., 1996).

GREEN et al. (1991) relatam a associacdo entre o polimorfismo R353Q e 0s niveis
plasmaéticos de fator VII. Os individuos heterozigotos apresentaram niveis de fator VIlc 22%
mais baixos do que a média da populacdo. Esse polimorfismo foi responsavel por 20% da
variancia no nivel de fator VII e o colesterol por 3,5%. Os autores sugeriram que a presenca
do alelo Q pudesse conferir protecdo contra trombose e infarto do miocardio, uma vez que o
mesmo estava associado com niveis mais baixos de fator VII.

Alguns estudos relatam a existéncia de interacdo genotipo-ambiente influenciando os
niveis de fator VII, a associacdo entre o aumento de triglicerideos e 0 aumento de fator VII
dependeria do gendtipo para o fator VII. LANE et al., (1992) relatam que a correlacdo entre
os niveis de fator VII e os niveis de triglicerideos foi positiva nos individuos homozigotos
para o alelo R, entretanto essa correlacdo foi inexistente nos heterozigotos e nos homozigotos

para o alelo Q. Esses dados foram confirmados pelos trabalhos de HUMPHRIES et al. (1994),
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SILVEIRA et al. (1994), KARIO et al. (1995), HUMPHRIES et al. (1996) e BENTZEN et al.
(1996).

Entretanto, HEYWOOD et al. (1996a) e MEILAHN et al. (1995) ndo encontram
interacdo entre 0s genotipos desse polimorfismo e triglicerideos.

Visando entender o mecanismo pelo qual o polimorfismo R353Q altera os niveis de
fator VII, HUNAULT et al. (1997) realizaram experimentos de transfecgdo transiente
utilizando a linhagem celular COS-1. O meio de cultura das células transfectadas com o
plasmideo contendo o cDNA correspondente ao alelo Q apresentou, significativamente, niveis
mais baixos de fator VII do que o meio de cultura das células que continham o alelo R.
Entretanto, a quantidade de fator VII presente no lisado celular ndo foi, estatisticamente,
diferente nos dois tipos de células. Portanto, os autores sugerem que esse polimorfismo
interfere no processo de secrecdo do fator VII pelas células hepéticas e ndo no processo de
expressao do gene.

Com relacdo ao polimorfismo —323P0/10, varios trabalhos relatam a associa¢ao entre os
niveis de fator VII e esse polimorfismo. O alelo para insercdo, P10, estd associado com niveis
mais baixos de fator VII, conforme mostram os dados obtidos por BENTZEN et al. (1996),
HUMPHRIES et al. (1996) e BERNARDI et al. (1997).

Em estudos de transfeccdo, POLLAK et al. (1996) mostraram que a seqiéncia que
continha a insercdo de 10pb diminuia a atividade do promotor em 33% quando comparada
com a sequéncia que continha a delecdo. Entretanto, os estudos usando "eletromobility shift
assay" realizados por van't HOOFT et al. (1999) mostram que esse polimorfismo nédo afeta a
interacdo da regido promotora com as proteinas nucleares hepaticas.

HUMPHRIES et al. (1996) salienta que, como existe associacdo alélica entre os
polimorfismos R353Q e —-323P0/10, um dos polimorfismos pode ser apenas um marcador
genético para o outro, o qual realmente afetaria a expressao do gene. Conforme os dados
obtidos nesse trabalho, os autores sugerem que parte do efeito do polimorfismo R353Q sobre
os niveis de fator VI possa ser devido ao polimorfismo —323P0/10.

Di CASTELNUOVO et al. (1998) ressaltam que ambos polimorfismos podem ser
funcionalmente relevantes, mas que o efeito no fenétipo seja regulado por diferentes
mecanismos. Esses pesquisadores, mostraram que o impacto desses polimorfismos sobre o
nivel fator VII era diferente entre os sexos. Nos homens, 29% da variancia nos niveis de fator

VIl era explicado pelo polimorfismo R353Q e 22% pelo polimorfismo —323P0/10. Nas
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mulheres, os resultados obtidos foram, 17% para o polimorfismo R353Q e 9% para o
polimorfismo —323P0/10.

Recentemente, van't HOOFT et al. (1999) descreveram dois novos polimorfismos na
regido promotora do fator VII, —401G/T e —402G/A. Esses polimorfismos estdo associados
com o nivel desse fator, os dois juntos explicam 18% da variacdo no nivel de fator VII. Os
experimentos de "eletromobility shift assay", usando extrato de proteinas nucleares de células
hepéticas, mostraram que os dois polimorfismos influenciam na ligacdo das proteinas
nucleares no DNA, o mecanismo pelo qual isso acontece ndo foi determinado.

Estudos clinicos tém mostrado associacao entre niveis elevados de fator VII e aumento
de risco para doencas cardiovasculares, entre esses estudos pode-se ressaltar os realizados por
MEADE et al. (1986), MEADE et al. (1993), HEINRICH et al. (1994).

Entretanto, outros estudos ndo tém encontrado essa associacdo. A analise univariada
realizada por CORTELLARO et al. (1992) mostrou que niveis aumentados de fator VII
estavam associados com infarto do miocardio. Porém, quando a analise multivariada foi
realizada, a associacdo ndo foi encontrada.

Os resultados obtidos por JUNKER et al. (1997) mostram que individuos com doenca
arterial coronariana tém niveis mais altos de fator VI, entretanto quando a regressao logistica
foi realizada, o fator VII ndo mostrou ser um fator de risco independente para a doenga. O
estudo realizado por TRACY et al. (1999), também mostrou que o fator VII ndo estava
associado com doenca cardiovascular.

Alguns estudos tém investigado a associagdo dos polimorfismos de DNA e o risco de
doenca cardiovascular. HEYWOOD et al. (1996a), LANE et al. (1996), WANG et al. (1997),
DOGGEN et al. (1998) e LEE et al. (1999) ndo encontraram associagao entre o polimorfismo
R353Q e doenca arterial coronariana.

CORRAL et al. (1998) estudaram os polimorfismos R353Q e —323P0/10, e também néo
encontraram desses polimorfismos com doenca arterial coronariana.

Entretanto, IACOVELLO et al. (1998) encontram associagdo entre o polimorfismo
R353Q e infarto do miocardio. A frequéncia do alelo Q estava diminuida no grupo de
pacientes com relacdo ao controle, sugerindo que esse alelo teria um efeito protetor contra o
infarto do miocardio.

KOSTER et al. (1994) ndo encontraram associacdo dos niveis de fator VII nem do
polimorfismo R353Q com trombose venosa, embora o alelo Q estivesse associado com niveis

mais baixos de fator VII.
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1.2.14. GLICOPROTEINA IlIb/1lla

As plaquetas séo essenciais na manutengdo da hemostasia, atuando na formagdo do
tampdo hemostatico, através da adesdo e agregacdo das plaquetas ao subendotélio lesado, e
participando no processo de coagulagdo sanguinea, através do fornecimento de fosfolipideos e
receptores, através da liberacdo substancias pré-coagulantes e pela interacdo estrutural com o
coagulo de fibrina.

O processo de formacdo do tampdo hemostatico é mediado por receptores presentes na
superficie plaquetéria, os quais sdo glicoproteinas. A adesdo e agregacdo plaquetarias
dependem da interacdo desses receptores com as proteinas adesivas (fibrinogénio,
fibronectina, colégeno e fator von Willebrand).

A glicoproteina plaquetaria Ilb/I1la (GPIlIb/Illa) € um complexo composto por duas
subunidades (oup B3) € atua como receptor primario para as moléculas adesivas. A GPIIb/llla
é o receptor plaquetario mais abundante, cada plaqueta apresenta aproximadamente 50.000
copias (LEFKOVITS et al., 1995)

A ligacdo do fibrinogénio a GPIIb/Illa é o principal mecanismo de agregacdo
plaquetaria, embora outras proteinas adesivas como fibronectina, FVW e vitronectina também
possam se ligar a esse receptor. A auséncia ou diminuicdo da atividade funcional da
GPIIb/Illa causa Trombastenia de Glanzmann, uma doenga hemorrégica rara, com padréo de
heranca autossémico recessivo (BENNETT, 1990).

O gene que codifica a subunidade Ilb localiza-se no cromossomo 17, na regido 17921-
022, possui tamanho de 17,2 Kb e 30 exons. O gene que codifica a subunidade Il1a também se
localiza no cromossomo 17, na regido 17q921-q23, possui tamanho de 46 Kb e 14 exons
(BENNET, 1990).

As glicoproteinas Ilb e Illa, assim com outras proteinas plaquetarias, sdo polimorficas,
essas variantes podem levar a incompatibilidade materno-fetal, ocasionando a
trombocitopenia neonatal aloimune. Um dos antigenos relacionados a essas patologias é o
PI* o qual esta presente na GPllla.

NEWMAN et al. (1989) identificaram a base molecular do antigeno PI* esse

polimorfismo ocorre devido a uma substituicio de uma citosina por uma timina no
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nucleotideo 1565 do gene da glicoproteina Illa. Essa transicdo de bases acarreta troca do
aminoécido na posic&o 33, uma leucina (alelo PI*!) é substituida por uma prolina (alelo PI*?).

Até o trabalho de WEISS et al. (1996), esse polimorfismo era estudado com relagdo ao
seu papel nas doengas imunes que causam a destruicdo de plaquetas, como por exemplo
trombocitopenia neonatal aloimune e parpura pés-transfuséo, apés esse trabalho o PI* passou
a ser investigado como um fator de risco para trombose.

Baseando-se no fato de o infarto do miocéardio resulta da formacdo de um agregado de
plaquetas no local de ruptura da placa aterosclerdtica e que a formacao deste agregado requer
a ligacdo do fibrinogénio a GPIIb/Illa, WEISS et al. (1996) realizaram um estudo para
investigar a relacdo entre esse polimorfismo e a sindrome coronariana aguda. Nesse estudo, 0s

autores encontraram que o alelo PI*?

era, significativamente, mais freqliente nos pacientes
com trombose coronariana aguda do que nos controles.

Os resultados obtidos por WALTER et al. (1997) indicam que pacientes com o alelo
PI*? tém risco aumentado de ter trombose coronariana apés a colocacdo do “stent".
KASTRATI et al. (1999), também encontraram associacdo do alelo PI*? com re-estenose
coronariana apos a colocagdo do "stent”. O risco foi maior em pacientes homozigotos para 0
alelo PI*? e em mulheres.

Entretanto, os resultados do trabalho de RIDKER et al. (1997) mostram que nédo existe
associacdo desse polimorfismo com infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, nem
com trombose venosa.

A influéncia desse polimorfismo na atividade desse receptor ainda € desconhecida
(BRAY, 1999). Usando epinefrina como agonista, FENG et al. (1999) encontraram que a

presenca do alelo PI*? est4 associada com aumento na agregacao plaquetaria.

1.2.15. HOMOCISTEINEMIA

A homocisteina € um aminoacido produzido, como um produto intermediario, durante o
metabolismo da metionina. A homocisteina é metabolizada por duas rotas diferentes,
remetilacdo para metionina e transsulfuragdo para cisteina. A enzima Metileno
Tetrahidrofolato Redutase (MTHFR) atua na rota de remetilacdo e a enzima Cistationa (-
sintetase (CBS) atua na rota de transsulfuragdo. A concentragdo média normal de
homocisteina no sangue é de 10 umol/L (SELHUB & D'ANGELO, 1997).
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A homocistiniria, doenga com padrdo de heranca autossémico recessivo, é
caracterizada pela concentracdo elevada de homocisteina e metionina no sangue e na urina.
Em individuos com homocistinaria, a concentracdo plasmatica de homocisteina pode variar
de 200 a 400 umol/L (SELHUB & D'ANGELO, 1997).

Os niveis plasmaticos de homocisteina sdo modulados por uma interagcdo complexa de
fatores genéticos e ambientais. As vitaminas Bg, Bi, € 0 acido folico sdo co-enzimas
essenciais no metabolismo da homocisteina. Assim, deficiéncias dessas co-enzimas, tanto por
fatores genéticos como por caréncia nutricional, levam ao aumento da homocisteina
(D'ANGELO & SELHUB, 1997).

Alteracbes que reduzem a funcdo da CBS ou da MTHFR tém potencial para aumentar o
nivel plasmatico de homocisteina. Varias mutacfes ja foram identificadas nos genes que
codificam a MTHFR e a CBS, todas essas mutacGes, em homozigose, causam grave
homocistinuria (MINER et al., 1997).

Individuos com homocistindria apresentam grande incidéncia de doencas
cardiovasculares e podem ter morte prematura devido a trombose arterial ou venosa
(HARPEL, 1997).

Vaérios estudos clinicos tém sugerido que niveis moderadamente aumentados de
homocisteina no sangue (homocisteinemia), em média 30% acima do normal, também estao
associados com doenga vascular e trombose (HARPEL, 1997).

den HEIJER et al. (1996) encontraram que niveis elevados de homocisteina sdo um
fator de risco para trombose venosa na populacdo em geral, 0s mesmos resultados também
foram encontrados por CATTANEO et al. (1996).

O trabalho realizado por RIDKER et al. (1997c) confirma esses dados e acrescenta que
0 risco de trombose é maior nos individuos que apresentam, concomitantemente, fator V
Leiden e homocisteinemia do que naqueles que apresentam, somente, fator V Leiden ou
homocisteinemia.

Conforme a revisdo realizada por HARPEL (1997), a homocisteinemia leva a
aterosclerose e trombose porque interfere tanto no mecanismo de proliferacdo das células
endoteliais, como no mecanismo anticoagulante. A homocisteina interage com as células
musculares lisas estimulando a proliferacdo celular e a sintese de colageno, levando a
aterosclerose. Estudos in vitro mostram que a homocisteina inibe a atividade da
trombomodulina, ativa o fator V, diminui a atividade fibrinolitica associada ao endotélio e

aumenta a producdo do fator tissular, levando a trombose.
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KANG et al. (1988) identificaram uma variante termolabil da enzima MTHFR, a qual
estava relacionada com homocisteinemia moderada, que podia ser corrigida com
suplementacdo de acido folico. Em estudos subsequentes, KANG et al. (1991) mostrou que a
termolabilidade da MTHFR era uma caracteristica recessiva e que estava presente em 5% da
populacéo em geral e em 17% dos pacientes com doenca arterial coronariana.

Posteriormente, FROSST et al. (1995) caracterizaram a mutacdo que causa a variante
termolabil: uma mutacdo no nucleotideo 677, substituicdo de uma citosina por uma timina
(C—T), a qual resulta na troca do aminoacido alanina por uma valina. Esses pesquisadores
determinaram as freqliéncias alélicas numa populacdo de canadenses franceses, alelo C = 0,
62 e alelo T =0,38.

Individuos homozigotos para o alelo T tém a atividade especifica da enzima reduzida de
40 a 50% (ROZEN, 1997). Sendo que os niveis médios de homocisteina, em jejum, variam
conforme o gendtipo para a MTHFR, individuos homozigotos CC apresentam nivel médio de
homocisteina de 12,3 umol/L, os heterozigotos, 13,4 umol/L e os homozigotos TT,
16,3 umol/L (KLUIJTMANS et al., 1996).

Entretanto, a correlacdo entre esse polimorfismo e o nivel plasmatico de homocisteina
depende de outras variaveis, como por exemplo, o nivel de &cido folico. O gendtipo
homozigoto para a mutacdo (TT) parece ndo predispor a homocisteinemia quando o nivel de
folato é adequado (ROZEN, 1997).

Vérios trabalhos tém investigado a associacdo entre esse polimorfismo e trombose
venosa ou doenca arterial coronariana, entretanto os resultados obtidos sdo controversos.

KLUIJTMANS et al. (1998) estudaram 471 pacientes com trombose venosa profunda e
474 controles, e ndo encontraram associacao deste polimorfismo com a trombose venosa. A
auséncia de associacdo também é relatada em outros trabalhos (TOSETTO et al., 1997
CATTANEO et al., 1997; SALDEN et al., 1997; ORDONES et al., 1999).

Por outro lado, alguns trabalhos relatam que a homozigose para o alelo T esta associada
com o aumento do risco de trombose venosa. MARGAGLIONE et al. (1998) estudaram 227
pacientes com trombose venosa e 431 controles, os resultados mostraram que o genotipo TT
era mais freqliente nos pacientes (0,26) do que nos controles (0,18), OR =1,6; IC 95% 1,1-
2,3. A associacdo entre a homozigose para o alelo T e 0 aumento do risco para trombose
venosa também foi encontrada nos trabalhos de ARRUDA et al. (1997) e GEMMATTI et al.
(1999).
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2. OBJETIVOS

InteracBes entre diferentes genes e entre genes e ambiente podem ser fatores de risco
para a trombose venosa, a qual € uma doenca multifatorial.

O processo de compreensdo do desenvolvimento da trombose comecou com Virchow
em meados do século 19, o qual propds que mudancas na parede do vaso, no fluxo sangliineo
e na composicdo do sangue estavam envolvidos na fisiopatologia dessa doenca.

No final da década de 60, a associacdo entre o sistema sangtiineo ABO e trombose
venosa é descrita (JICK et al., 1969).

Em 1965, cem anos apds Virchow, foi identificado o primeiro fator de risco hereditario
para a trombose venosa, a deficiéncia de antitrombina I11.

E, somente, no inicio da década de 80 outros fatores de risco hereditarios foram
identificados, as deficiéncias de proteina C e de proteina S.

Mesmo assim, a compreensdo do mecanismo que levava ao desenvolvimento da
trombose venosa continuava a ser desafiadora, as deficiéncias destas proteinas explicavam
apenas cerca de 10% dos casos de trombose familiar, em uma mesma familia havia individuos
gue apresentavam a deficiéncia mas ndo manifestavam a trombose, enquanto outros, que nédo
apresentavam a deficiéncia, tinham trombose.

Em 1993, foi demonstrado, através da identificacdo do fator V Leiden, que ndo somente
as alteracdes nos inibidores fisioldgicos da coagulacdo eram fatores de risco para trombose,
mas também alteracGes em seus substratos, os fatores de coagulacéo.

Em 1995, foi demonstrado que niveis elevados de fator VIII estdo associados com a
trombose venosa. Entretanto, a base genética do aumento do nivel do fator VIII ainda ndo é
conhecida.

Com o progresso da biologia molecular e tendo a disponibilidade de genes clonados,
varios genes candidatos a mutagcdes que possam predispor a trombose tém sido estudados. O
gene da protrombina foi investigado e em 1996 foi descrito um polimorfismo, 20210G—A, o
qual mostrou ser um fator de risco inequivoco para a trombose venosa, embora o seu papel
funcional ndo tenha sido elucidado.

Outros polimorfismos tém sido identificados e, também sdo candidatos a fatores de

risco para trombose venosa, entretanto os seus papeis no desenvolvimento dessa patologia ndo
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estdo bem estabelecidos, como por exemplo: polimorfismos nos genes dos fatores de
coagulagdo VII (R353Q, —32P0/P10), V (4070A—G), XIII (Val34Leu), nos genes da proteina
C (-1654C/T e —1641A/G), do PAI-1 (4G/5G), da Glicoproteina I1b/llla (PL*") ou da enzima
MTHFR (677C—T).

Assim, o presente trabalho tem objetivo geral de contribuir para a melhor compreensao
sobre os fatores genéticos de risco que estdo associados a ocorréncia de trombose venosa.
Para tanto, os objetivos especificos foram:

1) Caracterizar uma amostra de pacientes caucaséides com trombose venosa profunda
guanto a proporc¢éo sexual, idade de manifestacdo do primeiro episodio de trombose e histdria
familiar;

2) Verificar as possiveis relacBes entre sistema sangiineo ABO, niveis de fator VIII e
de fator von Willebrand e trombose venosa;

3) Determinar as frequiéncias do fator V Leiden, do polimorfismo 20210G—A no gene
da protrombina, das deficiéncias de proteina C, proteina S e antitrombina Ill nos pacientes
com trombose venosa;

4) Investigar a existéncia de associagédo entre os polimorfismos de DNA e a trombose
venosa, estudando os seguintes genes: fator V, fator VII, glicoproteina 1lb/llla,
Metilenotetrahidrofolato Redutase, ativador tissular do plasminogénio e inibidor-1 do

ativador do plasminogénio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRA

3.1.1. Grupo de Pacientes

Durante o desenvolvimento desse projeto foram investigados 195 individuos com
trombose. Destes, somente 121 foram incluidos no presente trabalho.

Foram critérios de inclusdo no presente trabalho:

1) Ocorréncia de, pelo menos, um unico evento de TVP confirmado por
flebografia ou eco-doppler ou,

2) Ocorréncia de trombose de repeticdo ou TVP seguida de embolia
pulmonar, mesmo sem a confirmacdo por flebografia ou eco-doppler.

Foram excluidos os individuos com trombose arterial ou trombose secundaria devido a
outras patologias tais como: diabetes, cancer, hepatopatia, p-Talassemia. Também foram
excluidos individuos que ndo apresentaram trombose em membros inferiores, mas somente
trombose em outros sitios, tais como: trombose de retina, trombose renal, trombose em
membros superiores, trombose de veia porta e trombose mesentérica. Individuos que
apresentaram somente embolia pulmonar sem evidéncia de TVP ndo foram incluidos no
presente trabalho.

Quanto a procedéncia, as amostras incluidas no presente trabalho tiveram trés diferentes
origens:

1) Treze pacientes ja haviam sido investigados pelo nosso grupo no trabalho
de ZIMMER (1993) e ja tinham resultados para Proteina C, Proteina S e ATIII.
Entretanto, todos os polimorfismos de DNA foram investigados no presente
trabalho;

2) Cinquenta e oito pacientes foram encaminhados pelos médicos
diretamente ao nosso laboratdrio;

3) As amostras de cinglienta pacientes foram enviadas pelo Laboratorio de
Hematologia do Banco de Sangue do Hospital das Clinicas de Porto Alegre (HCPA)

para a investigacdo dos polimorfismos de DNA.
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3.1.2. Grupo Controle Caucasoide

Para os estudos de polimorfismos de DNA, o grupo controle foi pareado por sexo e
idade (variagdo de + 3 anos) com o grupo de pacientes com TVP, sendo constituido por
individuos sem historia pessoal de TVP.

Na analise dos niveis de fator VIII e de fator von Willebrand, o grupo controle
constituiu-se de 70 individuos sem historia hemorragica, previamente testados por nosso
grupo no trabalho de FISCHER (1995).

Na analise da frequéncia dos grupos sangliineos do sistema ABO foi utilizado como
grupo controle os individuos estudados por DORNELLES (1998).

3.1.3. Grupo Controle Negroide

Esse grupo controle foi utilizado nos estudos de polimorfismos de DNA, sendo
constituido das seguintes amostras:

1) Setenta e um individuos eram habitantes do Rio de Janeiro, amostras gentilmente
enviadas pelo Dr. Marcos Palatinik, do Hospital Universitario da UFRJ;

2) Vinte individuos do Rio Grande do Sul, amostras coletadas pelo nosso grupo;

3) Sessenta e cinco individuos de Porto Alegre, amostras gentilmente cedidas pelas
Dras. Mara H. Hutz e Maria Cétira Bortolini do Departamento de Genética da UFRGS;

4) Dezesseis individuos de Salvador (Bahia), amostras gentilmente cedidas pelas Dra.

Maria Cétira Bortolini do Departamento de Genética da UFRGS.

3.1.4. Grupo Controle de Amerindios

Esse grupo foi utilizado no estudo da freqliéncia do fator V Leiden, sendo constituido
por amostras de 153 indigenas brasileiros pertencentes as seguintes tribos: Zoré (n = 25),
Gavido (n =27), Xavante (n =29), Wai-Wai (n = 26), Surui (n = 21). Essas amostras foram
gentilmente cedidas pela Dra. Mara H. Hutz e Dr. Francisco M. Salzano do Departamento de
Genética da UFRGS

As tribos Zoro e Xavante localizam-se no estado do Mato Grosso, a tribo Gavido no
estado de Rondénia, a tribo Wai-Wai no estado do Para e a tribo Surui esta localizada parte

no estado de Rondénia e parte no estado do Mato Grosso.
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3.2. DOSAGEM DAS PROTEINAS DO SISTEMA DE
COAGULACAO

3.2.1. Obtencéo do Plasma

Para a realizacdo dos testes laboratoriais foi utilizado sangue coletado por puncéo
venosa, sendo utilizado como anticoagulante citrato de sédio 3,8%, na propor¢édo de 1/10. O
plasma foi obtido por centrifugacdo, 5.000 g durante 15 minutos. Quando ndo testado

imediatamente apds coleta, o plasma foi armazenado a -70°C.

3.2.2. Dosagem de Fator VIII

O fator VIII somente foi dosado naqueles individuos coletados em nosso laboratério, e
que ndo estavam em terapia anticoagulante. Foi utilizado o método de dosagem por um
estagio baseado na metodologia descrita por AUSTEN & RHYMES (1975).

3.2.3. Dosagem de Fator von Willebrand

O nivel plasmatico de Fator von Willebrand foi determinado naqueles individuos
coletados em nosso laboratorio, pelo método de imunoeletroforese quantitativa com anti-soro
heterolégo, baseado na técnica descrita por LAURELL (1966). O anti-soro policlonal

utilizado foi desenvolvido em nosso laboratério por FISCHER et al. (1996).

3.2.4. Dosagem das Proteinas C, Se ATIII

Esses testes foram realizados pela equipe do banco de sangue do HCPA. Foram testados
somente o0s pacientes coletados no HCPA.

A atividade funcional da proteina C, antitrombina Ill foi determinada atraves da
protedlise de substratos cromogénicos sintéticos, conforme os "kits" utilizados (Diagnostica
Stago® e Dade®).

A quantidade proteina S total foi determinada por imunoeletroforese, conforme

instrucdes nos "kits" utilizados (Diagnostica Stago®).
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3.3. ESTUDOS DE DNA
3.3.1. Obtencédo do DNA

Para a realizacdo dos estudos moleculares 0 DNA gendmico foi obtido a partir de
sangue periférico citratado conforme técnica descrita por LAHIRI & NURBERGER (1991).

Essa técnica pode ser resumida nos seguintes procedimentos: a) lise dos leucocitos com
solucdo hipotonica e detergente ndo idnico; b) desproteinizacdo do ndcleo com detergente
ibnico e incubacdo a 56°C; c) separacdo das proteinas do DNA por precipitacdo diferencial

com cloreto de sddio e d) precipitacdo do DNA com etanol.

3.3.2. Deteccéo dos Polimorfismos

De modo geral, a metodologia para a detecgdo dos polimorfismos pode ser resumida nas
seguintes etapas:
1) Amplificacdo do DNA por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). A reacdo
continha:
a) 0,4 uM de cada "primer" (concentracdo final);
b) 200 uM de cada dNTP (concentracéo final);
c) Tampdo (na concentracdo final de: 10 mM Tris, pH 8,3; 50 mM de KClI,
1,5mM de MgCly);
d) Uma unidade da enzima Tag DNA Polimerase (CENBIOT/RS®) por
reacao;
e) 100 a 500 ng de DNA gendmico por reacgdo;
f) Aguaq.s.p. 25 pl.
1) Verificacdo da eficiéncia da amplificacdo por eletroforese em gel de agarose
1%, corado com brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta;
2) Incubacao do DNA amplificado com a endonuclease de restricdo apropriada nas
condigdes recomendadas pelos fabricantes;
3) Analise dos polimorfismos por eletroforese em gel de agarose 1% ou em gel de
poliacrilamida (nas concentracdes de 5% ou 6%), corados com brometo de etideo e

visualizados sob luz ultravioleta.



55

a) Polimorfismos no gene do Fator VII (FVII)

Foram estudados 2 polimorfismos no gene fator VII:

1) Polimorfismo R353Q localiza-se no exon 8 do gene do FVII, sendo detectado
pela clivagem do DNA com a endonuclease de restricdo Mspl. Para o estudo desse
polimorfismo foram utilizadas as condigdes descritas por HEYWOOD et al. (1996). O
fragmento de DNA amplificado apresenta 272pb, na presenca do sitio de restricdo para
Mspl (alelo R), esse fragmento é clivado em dois fragmentos menores de 205pb e 67pb.
Na auséncia do sitio de restricdo para Mspl (alelo Q), o fragmento de 272pb permanece
inalterado. Apds a clivagem com a enzima de restricdo, os fragmentos de DNA foram
separados e identificados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado com
brometo de etideo.

2) Polimorfismo -323 PO/P10: esse polimorfismo localiza-se na regido promotora
do FVII, sendo causado pela insercdo ou delecdo de um fragmento de 10pb na posicédo —
323. Para a realizacdo do PCR foram utilizados os "primers” e as condigdes descritas por
HUMPRIES et al. (1996). Na presenca da insercdo, o fragmento amplificado apresenta
224pb e na auséncia da insercdo 214pb. Os fragmentos amplificados foram separados e
identificados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado com brometo de

etideo.

b) Polimorfismo no gene do Inibidor-1 do Ativador do
Plasminogénio (PAI-1)

Foi estudado o polimorfismo 4G/5G localizado na regido promotora do gene do PAI-1,
esse polimorfismo € caracterizado pela presenca de 4 (alelo 4G) ou de 5 (alelo 5G) bases
guanina. Para identificacdo desse polimorfismo foram utilizadas as condic¢Ges descritas por
MANSFIELD et al. (1995), sendo que os "primers" utilizados eram especificos para a

identificacdo da seqliéncia de 4G ou 5G.



56

c) Polimorfismo no gene do Ativador Tissular do Plasminogénio
(t-PA)

Esse polimorfismo localiza-se no intron 8 do gene do t-PA, sendo causado pela insercédo
ou delecdo de uma seqliéncia Alu de 312 pb. O polimorfismo foi detectado diretamente apds o
PCR, por eletroforese em gel de agarose 1%, uma vez que os fragmentos amplificados
possuem um tamanho de 967 pb (devido a insercdo da seqiiéncia Alu, alelo I) ou de 655 pb
(devido a delecdo da sequéncia Alu, alelo D), utilizando-se as condicdes descritas por
LUDWIG et al. (1992).

d) Polimorfismo no gene da Glicoproteina Ilb/l1la

Esse polimorfismo esta localizado no exon 2 do gene da subunidade Illa da GPIIb/Illa,
sendo detectado pela endonuclease de restricdo Mspl conforme técnica descrita por WEISS et
al. (1996). O fragmento de DNA amplificado apresenta 266pb e um sitio constante para
Mspl, o qual leva a subdivisdo do fragmento de 266pb em 221pb e 45pb. Na auséncia do

IAl

polimorfismo (alelo PI™, o qual codifica para o aminoacido leucina), o fragmento de DNA de

221pb permanece inalterado. Na presenca do polimorfismo (alelo PI*?

, 0 qual codifica para o
aminoacido prolina), o fragmento de DNA de 221pb é clivado, resultando em fragmentos de
177pb e 44pb. Apos, a clivagem com a enzima de restri¢cdo, os fragmentos de DNA foram
separados e identificados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado com

brometo de etideo.

e) Polimorfismo no gene da Protrombina (Fator I1)

Esse polimorfismo localiza-se no nucleotideo 20210 na regido 3' ndo traduzida do gene
da protrombina, devido a uma mutacdo G—A. Foi identificado pela utilizacdo da
endonuclease de restricdo Hindlll, como descrito por POORT et al. (1996). O fragmento de
DNA amplificado apresenta 345pb, na presenca do alelo A este fragmento é clivado pela
enzima Hindlll, resultando em fragmentos de 322pb e 23pb. Na presenca do alelo G, o

fragmento de 345 permanece inalterado. Apos a clivagem com a enzima de restricdo, oS
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fragmentos de DNA foram separados e identificados através de eletroforese em gel de

poliacrilamida 5% corado com brometo de etideo.

f) Polimorfismo no gene da enzima Metilenotetrahidrofolato
Redutase (MTHFR)

Esse polimorfismo ocorre no nucleotideo 677 do gene da MTHFR, devido a uma
mutacdo C—T. Foi detectado pela endonuclease de restricdo Hinfl nas condicbes técnicas
estabelecidas por Frosst et al. (1995). O fragmento de DNA amplificado por PCR apresenta
198pb. Na presenca do alelo T, este fragmento é clivado pela enzima Hinfl, resultando em
fragmentos de 175pb e 23pb. Na presenca do alelo C, o fragmento de DNA de 198pb
permanece inalterado. Apds a clivagem com a enzima de restricdo, os fragmentos de DNA
foram separados e identificados atraves de eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado

com brometo de etideo.

g) Polimorfismos no gene do Fator V

Foram estudados 2 polimorfismos no gene do fator V:

1) Fator V Leiden: esse polimorfismo ocorre no exon 10 devido a uma mutacdo G—A
no nucleotideo 1691 e foi identificado pela incubacdo do DNA amplificado com a
endonuclease de restricdo Mnll, utilizando a metodologia descrita por BERTINA et al.
(1994). O fragmento de DNA amplificado possui 267pb e um sitio de clivagem constante para
a enzima de restricdo Mnll, o qual leva a subdivisdo deste fragmento em fragmentos de 200pb
e 67 pb apbs a clivagem com esta enzima. Na presenca do alelo G, o fragmento de 200pb é
clivado pela enzima, resultando em fragmentos de 163pb e 37pb. Na presenca do alelo A, o
fragmento néo é clivado pela enzima Mnll, permanecendo com o tamanho inalterado. Apés a
clivagem com a enzima de restricdo, os fragmentos de DNA foram separados e identificados
através de eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado com brometo de etideo.

2) Polimorfismo 4070 A—G: esse polimorfismo localiza-se no exon 13 e foi
identificado pela enzima de restricdo Rsal, conforme descrito por LUNGHI et al. (1996). O
fragmento de DNA amplificado apresenta 703pb e na presenca do alelo G (ou alelo R2) esse

fragmento é clivado pela enzima Rsal, resultando em fragmentos de 492pb e 211pb. Na
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presenca do alelo A (ou alelo R1), o fragmento de 703pb nédo é clivado pela enzima Rsal.
Apbs a clivagem com a enzima de restricdo, os fragmentos de DNA foram separados e

identificados através de eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo.

3. 4. ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas foram determinadas pela contagem direta dos alelos em cada
grupo estudado, e as diferencas encontradas foram comparadas atraveés do teste de qui-
quadrado (x?). Nas tabelas 2x2, a correcdo de Yates foi utilizada sempre que o valor do y°era
significativo, conforme recomendado por BEIGUELMAN (1988).

Para realizar a comparacdo das médias dos fatores VIII, von Willebrand e de idade foi
utilizado o teste de Student (teste t). Os dados para os fatores VIII e von Willebrand foram
normalizados pela transformacéo em logaritmo natural.

O programa estatistico utilizado nestas analises foi BioEstat (AYRES et al. 1998).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Distribuicédo dos pacientes segundo os fatores genéticos de risco e
caracterizacdo demografica.

Foram estudados 121 pacientes com trombose venosa profunda (TVP). Todos os
pacientes foram investigados para a presenca do polimorfismo 1691G—A fator V (fator V
Leiden) e para o polimorfismo 20210G—A no gene da protrombina. Além disso, 85 destes
pacientes também foram avaliados quanto aos niveis dos seguintes inibidores fisioldgicos da
coagulagdo: ATIII, proteina C e proteina S.

Considerando todos os pacientes, 25 pacientes (21%) apresentaram o fator V Leiden e
11 pacientes (9%) o alelo 20210A no gene da protrombina.

Entre os 85 pacientes que foram investigados quanto aos niveis de ATIII, proteina C e
proteina S, 4 pacientes (4,7%) apresentavam deficiéncia de ATIII, 5 pacientes (5,8%)
deficiéncia de PC e 5 pacientes (5,8%) deficiéncia para proteina S (um dos quais apresentava
o fator V Leiden). Assim, dos 85 pacientes estudados quanto aos inibidores fisioldgicos da
coagulacdo referidos, em 72 (84,7%) ndo foram encontradas deficiéncias, porém, entre estes
ultimos, 21 pacientes (24,7%) apresentaram o fator VV Leiden ou alelo 20210A no gene da
protrombina.

Portanto, considerando somente os fatores genéticos de risco cléssicos, ou seja, fator V
Leiden, polimorfismo 20210G—A no gene da protrombina, deficiéncia de ATIII, proteina C
ou S, o fator genético de risco para trombose venosa, nao foi identificado em 51 pacientes
(60%).

Dados sobre a historia familiar foram obtidos de 84 pacientes, 33% apresentavam
historia familiar de trombose. Quando os pacientes foram diferenciados por apresentarem ou
ndo fator de risco genético para trombose venosa, os resultados obtidos mostraram que: 40%
dos pacientes com fator de risco genético identificado apresentaram histdria familiar positiva,
assim como 25% dos pacientes sem fator genético de risco identificado. Entretanto, essas
diferencas ndo foram significativas (x>=2,38; GL =1; P =0,122). Esse resultado est4 na

direcdo esperada, pois presume-se que no grupo de pacientes sem fator de risco genético, 0s
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fatores ambientais seriam o principal fator de risco para a trombose e portanto, esperar-se-ia
uma menor frequiéncia de histdria familiar de trombose neste grupo de pacientes, do que no
grupo com fator de risco genético identificado. Talvez as diferencas ndo tenham alcancado o
nivel de significancia pelo limitado tamanho da amostra.

Considerando todos os pacientes, a idade media do 1° episodio de trombose venosa foi
33,6 +£12,1 anos (amplitude 13 a 69 anos).

No grupo de pacientes sem fator genético de risco identificado, a idade média foi 32,9 +
11,4 anos (amplitude 13 a 58 anos) e no grupo de pacientes com fator genético de risco a
idade média foi 34,3 + 12,7 anos (amplitude 16 a 69 anos). As diferencas entre as idades
médias de ocorréncia do primeiro episédio de trombose nos dois grupos de pacientes,
diferenciados segundo a identificacdo do fator genético de risco, ndo foram significativas
(t=0,56; P = 0,576). Aparentemente, este resultado ndo estd de acordo com o esperado, pois,
presume-se individuos que apresentam fatores genéticos de risco manifestem a trombose em
idade mais jovem.

Entretanto, resultados similares tém sido referidos em outros trabalhos. No trabalho
realizado por MARGAGLIONE et al. (1998) a idade média de manifestacdo foi 38,5 anos nos
pacientes que apresentavam fator de risco genético e 37 anos nos outros pacientes, essa
diferenca ndo foi significativa. No trabalho de MARTINELLI et al. (1998) idade média nos
pacientes com fator genético de risco nao foi significativamente diferente da idade média dos
pacientes que ndo apresentavam fator de risco genético.

A idade média do 1° episdédio de trombose venosa foi, significativamente, menor nas
mulheres do que nos homens, 32,1 + 11,35 anos para o sexo feminino e 36,9 + 12,6 anos para
0 sexo masculino (t=2,11; P =0,036), considerando todos os pacientes. Como ja
mencionado, a gestacdo, o periodo puerperal e o uso de anticoncepcional oral (ACO) séo
fatores de risco para trombose venosa. Como as mulheres que estdo expostas a esses fatores
estdo em idade reprodutiva, é esperado que a trombose se manifeste mais fregqiientemente em
mulheres jovens. Em nossos dados, esses fatores estavam presentes em 76% das pacientes
com trombose.

Além disso, considerando as situacdes hormonais acima referidas, seria esperado um
namero maior de mulheres afetadas do que homens. Em nossos dados, a frequéncia de
mulheres foi 62% e de homens 38%, estes valores sdo significativamente diferentes da

proporcao sexual esperada de 1:1 (= 6,479; GL = 1; P = 0,0109).
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Esses nossos resultados sdo corroborados pelos obtidos por SILVERSTEIN et al. (1998)
em um estudo retrospectivo, o qual abrangeu um periodo de 25 anos, sobre a incidéncia de
trombose venosa e embolia pulmonar. Em pacientes com menos de 55 anos a incidéncia de
tromboembolismo é maior nas mulheres e ap6s essa idade a incidéncia € maior nos homens.
Os autores relacionam esses dados com a exposicdo a fatores de risco restrito as mulheres

jovens, tais como, uso de ACO e gestacao, puerpério.

4.2. Sobre a influéncia do grupo sangtiineo ABO e dos niveis de FVIII e
FvW na incidéncia de TVP

Como pode ser observado na Tabela 4.2.1 , a frequéncia de individuos do grupo
sanglineo ndo-O foi mais elevada nos pacientes com TVP do que na populacdo caucasoide do

Rio Grande do Sul (x* = 13,47; GL = 1; P << 0,001).

Tabela 4.2.1. Distribuicdo dos grupos sangtiineos do sistema ABO na populagdo caucasoide

do Rio Grande de Sul e em pacientes com trombose venosa.

N grupo sangiiineo O grupo sangliineo ndo-O
frequéncia freqiiéncia
Controles* 2708 0,450 0,550
Pacientes 80 0,240 0,760

*: dados obtidos no trabalho de DORNELLES (1998).

Assim em nossos dados, foi encontrada associacdo entre sistema sangiiineo ABO e a
ocorréncia de trombose venosa, havendo um aumento na frequéncia de individuos de grupo
sanglineo ndo-O nos pacientes. Esses dados corroboram os encontrados em outros trabalhos
tais como, JICK et al. (1969), ROBINSON & ROISENBERG (1980), LOURENCO et al.
(1996) e WAUTRECHT et al. (1998).

A relacdo entre grupos sangliineos do sistema ABO e trombose venosa é conhecida
desde a década de sessenta, quando JICK et al. (1969) relataram que havia um aumento de
individuos de grupo ndo-O em pacientes com trombose venosa e relacionaram os seus dados
com os obtidos por PRESTON & BARR (1964), os quais mostraram que individuos de grupo

sanguineo ndo-0 apresentam niveis mais elevados do fator VIII.
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KOSTER et al. (1995) investigaram a influéncia do sistema sangiineo ABO e dos
niveis dos fatores VIIII e von Willebrand no desenvolvimento da trombose venosa. Os
resultados obtidos mostraram que no grupo de pacientes havia um aumento na freqiiéncia do
grupo sangliineo ndo-O e de individuos com niveis elevados dos fatores VIII e von
Willebrand. Os individuos de grupo sanglineo ndo-O apresentaram risco 2 vezes maior de
trombose do que os individuos de grupo sangiiineo O.

Em nossos resultados também foi verificado que os pacientes com trombose venosa
apresentam, niveis médios de fator VIII e de fator von Willebrand mais elevados do que os
individuos controles, como mostram os dados da Tabela 4.2.2, corroborando com os
resultados obtidos por KOSTER et al. (1995).

Tabela 4.2.2. Niveis de fator VIIlI e fator von Willebrand em individuos normais e em

pacientes com trombose venosa.

controles pacientes t P
N=70 N =33
fator VIII media £ dp 105 + 36 149 + 64 4,99 <<0,001
amplitude 41 - 290 82 -370
fator vW média + dp 105+ 30 155 + 54 6,54 <<0,001
amplitude 50 - 195 80 - 307

Quando os pacientes foram separados de acordo com o grupo sangiineo e comparados
com 0s seus respectivos controles, os resultados continuaram mostrando que 0s pacientes com
trombose venosa apresentavam niveis, significativamente, mais elevados do que os controles,
como mostram os dados da Tabela 4.2.3 para o fator VIII e da Tabela 4.2.4 para o fator von
Willebrand.
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Tabela 4.2.3. Niveis de fator VIII em individuos normais e em pacientes com trombose

venosa, distribuidos conforme o grupo sangiineo ABO.

grupo amostra N nivel de fator V111 (%) t P
sanguineo
média + dp amplitude
O controles 27 87 +25 41 - 163 3,62 << 0,001
pacientes 11 124 + 46 85 - 248
nao-0O controles 43 115+ 38 69 - 290 3,23 << 0,001
pacientes 22 157 + 69 82 - 370

Tabela 4.2.4. Niveis de fator von Willebrand em individuos normais e em pacientes

com trombose venosa, distribuidos conforme o grupo sangiineo ABO.

grupo amostra N nivel de fator von Willebrand (%b) t P
sanguineo
média + dp amplitude
@) controles 27 88 £ 22 50 - 167 510 <<0,001
pacientes 11 133+ 50 80 - 230
nao-O controles 43 115+ 30 65 - 195 4,05 <<0,001
pacientes 22 163 + 54 90 - 307

Portanto, os nosso dados indicaram que, independentemente do grupo sanglineo, niveis
elevados de fator VIII e de fator von Willebrand estdo associados com a ocorréncia de
trombose venosa.

No grupo de pacientes, os individuos de grupo sanguineo ndo-O apresentaram niveis
médios de fator VIII e von Willebrand mais elevados do que os individuos de grupo
sanguineo O, entretanto essas diferengas ndo foram significativas (t=1,6; P =0,117 para o
fator VIIl e t =1,92; P = 0,060 para o fator von Willebrand).

Assim, em nossos dados verificou-se que tanto o sistema sangliineo ABO, como 0s
fatores VIII e von Willebrand estdo associados com a ocorréncia de trombose venosa
profunda. Os pacientes com trombose venosa apresentaram niveis elevados dos fatores VIII e

von Willebrand, bem como maior freqliéncia do grupo sangliineo nao-O.
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4.3. Sobre os polimorfismos no gene do fator V

4.3.1. Sobre o polimorfismo 1691G—>A

4.3.1.1. Polimorfismo 1691G—A na populac¢éo em geral

Esse polimorfismo ocorre devido a uma mutacdo G—A no nucleotideo 1691, no exon
10 do gene do fator V. Cabe salientar que a presenca do nucleotideo A na posi¢do 1691 leva a
sintese do fator V Leiden, o qual apresenta uma glutamina em vez de uma arginina na posicao
506. As freqliéncias alélicas e genotipicas obtidas no presente trabalho, nos diferentes grupos

estudados, sdo mostradas na Tabela 4.3.1.

Tabela 4.3.1. Frequéncia do polimorfismo 1691G—A no gene do fator V nos grupos

estudados.
grupo N* freqiiéncias genotipicas frequéncias alélicas
1691GG 1691GA 1691AA 1691G 1691A
Amerindios 128 1,0 0 0 1,0 0
Negroides 163 1,0 0 0 1,0 0
Caucasaides 172 0,953 0,047 0 0,977 0,023
Pacientes 121 0,793 0,207 0 0,897 0,103

*: nUimero de individuos estudados

No grupo caucasoOide, a distribuicdo genotipica esta de acordo com a prevista pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Dois outros trabalhos investigaram a frequéncia desse polimorfismo na populacdo
caucasoide brasileira, ambos foram realizados em S&o Paulo (Campinas e Ribeirdo Preto). No
trabalho de ARRUDA et al. (1995) a freqiéncia do alelo 1691A em 100 individuos estudados
foi 0,010 e no trabalho de FRANCO et al. (1999) foi 0,013 em 152 individuos. A freqliéncia
obtida no presente trabalho (0,023) ndo foi significativamente diferente das obtidas nestes
trabalhos, ainda que seja o dobro da obtida no trabalho de ARRUDA et al. (1995).
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Existe uma grande heterogeneidade na frequéncia do fator V Leiden nas diversas
populacBes européias estudadas (°= 83,26; GL = 21; P <<0,001), como pode ser observado
nos dados mostrados na Tabela 4.3.2.

REES et al. (1995) sugeriram que o fator V Leiden seria mais freqliente no norte da
Europa do que no sul. Entretanto, ainda que esse gradiente seja observado de uma forma
geral, existem evidentes excecBes a serem destacadas, por exemplo, a Finlandia (norte da
Europa) apresenta a segunda menor freqiiéncia do alelo 1691A, sendo menor do que a obtida

em Napoles (sul da Europa).
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Tabela 4.3.2. Freqliéncias alélicas do polimorfismo 1691 G—A no gene do fator V em

caucasoides de diferentes paises da Europa.

local N*  frequéncias alélicas referéncia
1691G  1691A

Islandia 159 0,969 0,031 OLAFSON etal., 1998
Finlandia 142 0,990 0,010 LINNAetal., 1997
Suécia 101 0,945 0,055 HOLM etal., 1996
Dinamarca 4188 0,966 0,034 LARSEN etal., 1998
Alemanha (norte) 159 0,940 0,060 ASCHKA-etal., 1996
Alemanha (sul) 180 0,961 0,039 BRAUN etal., 1996
Escécia 224 0,989 0,011 McCOLL etal., 1999
Inglaterra (leste, Cambridge) 508 0,985 0,015 BROWN etal., 1997
Inglaterra (sul, Cardiff) 310 0,961 0,039 BOWENetal., 1998
Holanda 169 0,982 0,018 VANDENBROUKE et al., 1994
Polbnia 200 0,950 0,060 HERRMANN etal., 1997
Bélgica 91 0,984 0,016 HAINAULT etal., 1997
Franca (Brest) 400 0,975 0,025 LEROYER etal., 1997
Austria (Viena) 96 0,974 0,026 LALOUSCHECK etal., 1998
Hungria 407 0,951 0,049 BALOGH etal., 1999
Suica 89 0,966 0,034 REDONDO etal., 1999
Italia (norte, Mil&o) 468 0,985 0,015 MANNUCCI et al., 1996
Italia (sul, Napoles) 1036 0,979 0,021 MAGAGLIONE et al., 1999
Espanha (Oviedo) 200 0,983 0,017 VARGASetal., 1999
Espanha (Pamplona) 304 0,997 0,003 ZABALEGUI etal., 1998
Grécia 160 0,975 0,025 ANTONIADI et al., 1999
Grécia (Chipre) 187 0,930 0,070 REESetal., 1995

*: niimero de individuos analisados

Também existem diferencas marcantes dentro de um mesmo pais. Na Inglaterra, a

freqliéncia do fator V Leiden foi maior no sul (0,039) do que no leste do pais (0,015),

v?=9,39; GL = 1; P = 0,002. REES et al. (1995) relataram uma freqiiéncia de 0,022 para esse

alelo na Inglaterra, entretanto os autores ndo mencionaram em que regido do pais a amostra

foi coletada.
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Essas variacdes regionais também podem ser observadas, na Franca, Alemanha, Italia e
Grécia, ainda que as diferencas internas ndo tenham sido significativas. Por exemplo, na
Franca, BATHELIER et al. (1998) referem que a freqtiéncia do fator V Leiden foi 0,026 na
regido de Paris e de 0,017 no sul do pais.

Na Espanha as diferencas foram significativas, a freqiéncia foi maior em Oviedo
(0,017) do que em Pamplona (0,003), %°=4,05; GL=1; P=0,044. Em Pamplona a
populacdo é, predominantemente, de origem Basca, sendo a freqliéncia encontrada por
ZABALEGUI et al. (1998) similar a descrita por LUCOTTE & MERCIER (1997) para
Bascos da Franca (alelo 1691A = 0,005).

Nos Estados Unidos, a frequéncia do fator V Leiden, em caucasoides, também apresenta
variagOes nos diferentes estados. Em Connecticut a frequéncia do alelo 1691A foi 0,008
(n=126) no estudo realizado por POTTINGER et al. (1996). No estado de Wisconsin,
HESSNER et al. (1999) estudaram 192 caucasoides e encontram uma frequéncia de 0,018.
Nos estados de Oregon e Pensilvania as freqliéncias foram, respectivamente, 0,038 (n = 197;
LIU et al., 1995) e 0,041 (n =429, BURICK et al., 1997). Uma possivel explicacdo para essa
heterogeneidade seria as diferentes composices dos fluxos migratorios da Europa para 0s
Estados Unidos.

Na América do Sul, além do Brasil existem relatos na literatura da freqtiéncia do fator V
Leiden no Chile, Argentina, Venezuela e Colémbia. No Chile, 159 individuos foram
estudados por PEREIRA et al. (1996) e a frequéncia do alelo 1691A foi 0,019. Na Argentina,
foram estudados 498 individuos provenientes de diferentes partes do pais, sendo a frequéncia
alelo 1691A = 0,008 (HEPNER et al., 1999). Na Venezuela, HERRMANN et al. (1997)
estudaram 126 individuos e a frequéncia do alelo 1691A foi 0,008. Na Colémbia foram
estudados 150 individuos e nenhum apresentou o alelo 1691A (VANEGAS et al., 1998).
Embora, esses paises, incluindo o Brasil, apresentem composicfes étnicas distintas, a
frequiéncia do fator V Leiden é homogénea entre os mesmos (= 8,59; GL = 4; P = 0,072).

Com relacdo aos amerindios, no presente trabalho, o alelo 1691A néo foi encontrado no
estudo de 128 indigenas brasileiros (tribos: Zoro, Gavido, Xavante, Wai-Wai, Surui). A
auséncia do fator V Leiden também foi observada no estudo de 83 indigenas da regido
amazonica (tribo Parakand) realizado por ARRUDA et al. (1996). Entretanto, FRANCO et al.
(1999) encontraram um heterozigoto entre os 151 indigenas da regido amazonica estudados

(tribos: Arara, Kayapo, Wayampi, Wayana-Apalai, Yanomami, Awa-Guaja, Portujara) e
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sugerem que a presenca do fator V Leiden nestes amerindios possa ser resultante de
miscigenagdo com caucasoides.

Outros estudos também relatam a auséncia do fator V Leiden em indigenas do
continente americano, entretanto o numero de individuos estudados nestes trabalhos é
pequeno. GREGG et al. (1991) estudaram 54 nativos dos Estados Unidos e REES et al.
(1995) analisaram 36 indigenas das ilhas Vancouver e 19 indigenas peruanos.

Com relacao aos negroides, no presente trabalho, o alelo 1691A néo foi encontrado no
estudo de 163 negréides brasileiros, esse resultado estd de acordo com o esperado
considerando os dados da literatura, os quais relatam que o alelo 1691A é raro em populacdes
ndo-caucasoides.

A auséncia do fator V Leiden tem sido relatada nos estudos realizados com populactes
negras de paises da Africa tais como, Quénia, Senegal e Zambia (REES et al., 1995), Benin
(PEPE et al., 1997), Zaire e Camardes (FRANCO et al., 1999).

Entretanto, conforme mostram os dados apresentados na Tabela 4.3.3, a presenca desse
polimorfismo tem sido descrita em negroides de paises ndo africanos, tais como Estados

Unidos, Inglaterra, Jamaica e Brasil.

Tabela 4.3.3. Frequéncias alélicas do polimorfismo 1691 G—A no gene do fator V em

negroides de diferentes paises.

local N*  freqglUéncias alélicas referéncia
1691GG  1691GA

Quénia 60 1,0 0 REES et al., 1995
Senegal 96 1,0 0 REES et al., 1995
Zambia 95 1,0 0 REES et al., 1995
Zaire e Camar0es 97 1,0 0 FRANCO et al., 1999
E.U.A 650 0,993 0,007 RIDKERetal., 1997d
Londres/Afro-caribenhos 105 0,995 0,005 JEFFERY etal., 1996
Jamaica 165 0,994 0,006 WRIGHT etal., 1997
Antilhas 61 0,975 0,025 HELLEY etal., 1997
Brasil 137 0,996 0,004 ARRUDA etal., 1996
Brasil 163 1,0 0 presente trabalho

*: nUimero de individuos estudados
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Cabe salientar que os trabalhos WRIGTH et al. (1997) e HELLEY et al. (1997) foram
realizados com individuos que apresentavam anemia falciforme ou trago falcémico.

Nos Estados Unidos, varios trabalhos relatam a freqiiéncia do alelo 1691A em afro-
americanos de diferentes estados: Connecticut, 0,007 (POTTINGER et al., 1996); Georgia,
0,008 (DILLEY et al., 1998); California, 0,009 (GREGG et al., 1997); Pensilvania, 0,002
(ROSE et al., 1998); Wisconsin, 0,008 (HESSNER et al., 1999).

Considerando-se a auséncia desse polimorfismo nas populacdes negras africanas (regido
sub-Saara), pode-se supor que a presenga do mesmo em negrdides de outros paises seja
devido a miscigenacdo com caucasoides. Entretanto, cabe salientar que, quando consideramos
cada pais individualmente, o nimero de individuos africanos estudados é reduzido. Os paises
africanos sdo compostos por diferentes etnias, as quais foram originadas de diferentes tribos e
gue muitas vezes ndo se miscigenam entre si. Portanto, seria interessante estudar um numero
maior de individuos das principais etnias, para termos mais evidéncias da auséncia desse
polimorfismo em negros africanos.

No estudo realizado por REES et al. (1995) ndo foi detectada a presenca do fator V
Leiden no Oriente Médio, tendo sido estudados 45 individuos da Arabia Saudita.
Posteriormente, DZIMIRI & MEYER (1996) estudaram 200 individuos sauditas, tendo
encontrado que a freqiiéncia do alelo 1691A era de 0,0125.

AWIDI et al. (1999) estudaram 400 arabes jordanianos e a frequéncia do alelo 1691A
foi 0,07. Em um estudo envolvendo 70 arabes de Israel, a frequiéncia encontrada para o alelo
1691A foi 0,136, enquanto que nos judeus Ashkenazim (n =139) foi 0,022 (ROSEN et al.,
1999). Arabes de Israel ja haviam sido estudados por SELIGSOHN & ZIVELIN (1997) e a
freqliéncia obtida para o alelo 1691A foi 0,07 (n = 411). Assim, a elevada frequéncia desse
alelo em arabes observada no trabalho de ROSEN et al. (1999) pode ser devido ao nimero de
individuos estudados.

Na Turquia, OZBEK & TANGUN (1996) estudaram 120 individuos e encontraram uma
freqiiéncia de 0,046 para o alelo 1691A.

HELLEY et al. (1997) detectaram um heterozigoto para o fator V Leiden entre os 44
individuos estudados de Maghreb (regido da Africa que engloba Argélia, Mauritania, Tunisia,
Marrocos e Libia), a freqiiéncia do alelo 1691A foi 0,011. CHAFA et al. (1997) identificaram
um homozigoto para o fator V Leiden em um estudo envolvendo 75 argelianos (alelo
1691A = 0,013). Cabe salientar que as populacdes destes paises africanos sdo compostas,

principalmente, por arabes e berberes e ndo por negros.
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No continente asiatico, conforme a revisdo de REES (1996), a auséncia do fator V
Leiden tem sido descrita no Japdo, Coréia, Mongolia, Indonésia e China. Por outro lado,
ARNUTTI et al. (1998) detectaram 2 heterozigotos para o fator V Leiden entre 14 indigenas
tailandeses com trombose venosa, embora nenhum dos 114 individuos controles tenha
apresentado esse polimorfismo.

Na regido norte da india, a freqiiéncia encontrada foi 0,021 em um estudo com 70
individuos realizado por GOU et al. (1996) e de 0,019 no trabalho realizado por GAREWAL
et al. (1997), estudando 130 individuos.

O fator V Leiden também foi encontrado no estudo de 156 individuos da Daguestdo,
sendo que a freqliéncia do alelo 1691A foi 0,045 (REES, 1996). No Azerbaijdo, a freqiiéncia
do alelo 1691A foi 0,07, em um estudo envolvendo 43 individuos (GURGEY et al., 1998).

Do ponto de vista genético e evolutivo, uma das questdes mais interessantes é sobre a
origem do fator V Leiden.

Baseando-se na elevada freqtiéncia do fator VV Leiden na Europa e na sua raridade em
outras populacbes, REES et al. (1995) sugeriram que a mutacdo que ocasiona o fator V
Leiden surgiu recentemente na Europa e se dispersou por migracdo para outros continentes.
ZIVELIN et al. (1997) sugeriram que o fator V Leiden surgiu uma Unica vez ha 21000-34000
anos.

A hipotese de uma Unica origem tem sido corroborada pelos estudos com haplétipos, 0s
guais mostraram que o fator V Leiden segrega preferencialmente com um mesmo haplétipo
(COX et al., 1996; ZIVELIN et al., 1997; ZOLLER et al., 1997 e REES et al., 1998).

No trabalho de COX et al. (1996), foram estudados 12 homozigotos para o fator V
Leiden e todos apresentaram o mesmo haplotipo, entretanto esse haplétipo era o mais
frequiente (69,5%) na populagio. O mesmo acontece no trabalho de ZOLLER et al. (1997), os
alelos que segregam com o fator V Leiden, nos 95 homozigotos estudados, eram 0s mais
freglientes na populagéo.

No trabalho de ZIVELIN et al. (1997), 88% dos cromossomos com o fator V Leiden
segregavam com um mesmo hapl6tipo, os restantes segregavam com 4 outros haplétipos.
Porém, esses autores sugerem que a segregacdo do fator V Leiden com outros haplotipos
ocorre devido a recombinag&o.

No trabalho de REES et al. (1999) foram analisados dois homozigotos, procedentes do
Dagestdo e do Paquistdo. Esses individuos apresentaram o mesmo hapl6tipo que o0s

individuos estudados por COX et al. (1996), sendo que esse haplétipo apresenta uma
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freqiiéncia de 64% na Asia menor. REES et al. (1999) salienta que é improvavel que existam
maltiplas origens genéticas para o fator V Leiden na Europa e oeste da Asia, mas a
possibilidade de uma origem independente ndo pode ser excluida enquanto o mesmo for
encontrado em individuos de outros grupos raciais.

Para explicar a presenca dessa mutacdo em negros ou indianos, alguns autores
consideram que houve mistura racial com colonizadores europeus, entretanto na populagédo da
Tailandia essa hipotese é descartada por ARNUTTI et al. (1998), pois esse pais nunca foi
colonizado por europeus.

Considerando que a mutacdo que causa o fator V Leiden (1691 G—A) ocorre em um
dinucletideo CpG, um reconhecido "hot spot” de mutacdo em mamiferos, é dificil imaginar
que a mesma tenha surgido uma Unica vez durante o processo evolutivo. Porém, se admitimos
gue houve varios eventos de mutacdo, como explicar a sua auséncia em asiaticos da regido
leste e em negros africanos? Parece pouco provavel que nestas populacdes a chance de
mutacdo seja menor do que nos europeus e arabes.

Desde a sua descoberta, varias questdes sobre valor adaptativo do fator VV Leiden tém
sido levantadas. Partindo do principio de que fator VV Leiden é fator de risco para trombose e
que a mesma é deletéria, vérios trabalhos consideram que o fator V Leiden conferiu alguma
vantagem seletiva aos heterozigotos e que por isso a sua freqiéncia € tdo elevada
(MAJERUS, 1994; REES et al., 1995; ZOLLER et al., 1996; ZIVELIN et al., 1997). A
hipbtese da vantagem seletiva é reforcada pelo fato de que os dados da literatura referem que
essa mutacdo teve uma Unica origem. Como ja mencionado na Introducdo desse trabalho, de
modo geral, os autores sugerem que o fator V Leiden reduziria a perda de sangue, protegendo
contra a hemorragia e, consequentemente, evitando a perda de ferro.

Assim, alguns pesquisadores investigaram a relacdo entre a presenca do fator V Leiden
e a diminuigdo de sangramento:

a) NICHOLS et al. (1996) sugeriram um efeito protetor do fator V Leiden em pacientes
com hemofilia A. A presenca do fator V Leiden foi investigada em 6 pacientes com hemofilia
A. Dois pacientes apresentavam a mutacdo R1689C no gene do fator VIII, um deles
apresentava nivel de fator VIII menor do que 1% e ndo apresentava o fator V Leiden e o
outro, cujo nivel de fator VIII era 2%, apresentava simultaneamente o fator V Leiden. Os
outros quatro pacientes apresentavam a mutagdo R2209Q no gene do fator VIII, um deles
apresentava nivel de fator VIII menor do que 1% e ndo apresentava o fator V Leiden. Os

outros trés apresentavam nivel de fator VIII de 2%, e um deles apresentava o fator V Leiden.
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Os autores sugeriram que a presenca do fator V Leiden pode ser um determinante importante
do fendtipo clinico em hemofilicos A.

Evidentemente, mesmo que acatemos os resultados obtidos por NICHOLS et al. (1996),
estes ndo sdo por si s6 uma evidéncia de vantagem seletiva para portadores do fator V Leiden,
pois apenas caracterizam uma melhor condicdo de sobrevida para uma patologia rara como a
hemofilia A, ndo podendo ser generalizada para os demais individuos da populacdo que
apresentam o fator V Leiden.

b) Os estudos in vitro realizados por van't VEER et al. (1997) mostraram que o fator V
Leiden pode aumentar a formacéo de trombina em hemofilicos A severos.

c) LINDQVIST et al. (1998) investigaram 587 gestantes e mostraram que mulheres que
apresentavam o fator V Leiden perdiam, em média, menor volume de sangue durante o parto
e apresentavam menor frequéncia de anemia pds-parto. Estes autores sugeriram que o fator V
Leiden confere vantagem seletiva aos seus portadores pela reducdo da perda de sangue no
parto e, consequentemente, da perda de hemoglobina, ainda que o mesmo esteja associado
com o0 aumento no risco de tromboembolismo pulmonar.

Em outro trabalho realizado por LINDQVIST et al. (1999), com um numero elevado de
gestantes (n = 2470), foram obtidos os seguintes resultados: 3,7% das mulheres com fator V
Leiden perderam mais de 600 ml de sangue durante o parto, enquanto que no grupo sem o
fator V Leiden a freqiiéncia de mulheres que perderam esse volume de sangue foi 7,9%
(P =0,02). Entretanto, a freqiiéncia de anemia po6s-parto foi similar nos dois grupos, 6% nas
mulheres com fator Leiden e 6,8% nas outras (P =0,6). Esses autores salientam que em
tempos primitivos a hemorragia durante o parto era geralmente letal e a redugdo da sua
freqiiéncia em mulheres com o fator V Leiden deve ter conferido uma vantagem de
sobrevivéncia, contribuindo, assim, para aumentar a freqiiéncia do fator V Leiden.

Quando os autores sugerem que o fator V Leiden confere vantagem seletiva pela
diminuicdo de sangramento, a redugdo da anemia sempre é ressaltada como um fator
extremamente importante (REES et al., 1995; LINDQVIST et al., 1998). Entretanto, no
trabalho de LINDQVIST et al. (1999) ndo ha reducédo da frequéncia de anemia nas mulheres
que apresentavam o fator V Leiden. Assim, considerando a situacdo de gravidez, a hipotese
restante para explicar a vantagem seletiva do fator V Leiden seria a reducdo da mortalidade
materna por hemorragia.

Porém, as principais causas de morte materna por hemorragia envolvem outras

situacOes patoldgicas, tais como: placenta abrupta, placenta prévia, atonia uterina e retencdo
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de placenta. Assim, deve-se investigar se nestas situacOes patoldgicas a presencga do fator V
Leiden é capaz de diminuir o sangramento, evitando a morte materna. Por outro lado, a
presenca do fator Leiden estd associada com o aumento do risco de placenta abrupta, pre-
eclampsia e retardo de crescimento fetal (KUPFERMINC et al., 1999).

Além disso, se a presenca do fator V Leiden estd associado com a reducdo da
mortalidade materna por hemorragia, seria esperado que, de modo geral, nos paises onde a
freqiiéncia do mesmo € elevada houvesse uma reducdo da mortalidade materna por
hemorragia. Na Suécia, onde a freqiiéncia do fator V Leiden é 5%, 19% das mortes maternas
foram por hemorragia no periodo de 1980 a 1988 (HOGEBERG et al., 1994). Enquanto que
nos Estados Unidos (Utah), a frequéncia de morte materna por hemorragia foi 13% no
periodo de 1983 a 1993 (JACOB et al., 1998), sendo que a freqiiéncia do fator V Leiden neste
estado é 2,1% (DIZON-TOWSON et al., 1997). Obviamente, esses resultados devem ser
interpretados com cautela, pois ndo ha dados, nos trabalhos citados, sobre a incidéncia das
patologias acima mencionadas e que ocasionam hemorragias. Também devemos considerar
que as condicOes de atendimento médico as gestantes podem ser diferentes nos dois paises.

O ideal seria realizar um estudo controlado para verificar a existéncia de diferenca na
freqliéncia de mortalidade materna por hemorragia entre as mulheres com e sem fator V
Leiden.

Com relacdo a presenca do fator V Leiden e gestacdo, ndo podemos deixar de
mencionar que a presenca do mesmo é um fator de risco para trombose venosa e embolia
pulmonar durante a gravidez. A freqliéncia de trombose venosa associada a gestacdo varia de
1/500 a 1/2500 gestacOes e a taxa de mortalidade materna por tromboembolismo pulmonar é
1/100.000, nos Estados Unidos (ROUSE et al., 1997).

A fregliéncia de mortalidade materna por embolia parece seguir o padrdo esperado, ou
seja, maior freqiiéncia nos paises onde o fator V leiden é mais frequente. Na Suécia, 31% das
mortes maternas foram por embolia (HOGBERG et al., 1994), enquanto que em Utah (EUA)
a freqliéncia foi 16% (JACOB et al., 1998).

Por outro lado, alem de aumentar o risco de trombose durante a gestacdo, o fator V
Leiden esta associado com abortos de repeticdo. O trabalho realizado por BRENNER et al.
(1999) mostrou que 32% das mulheres com perda fetal recorrente apresentavam o fator V
Leiden, enquanto que no grupo controle a frequéncia foi 10%. Entretanto, ndo existem dados
na literatura que indiquem especificamente o quanto a presenca do fator V Leiden interfere na

fertilidade feminina.
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Os dados mencionados acima parecem ser contraditorios, por um lado é levantada a
hipbtese de que o fator V Leiden protegeria as mulheres de morte por hemorragia no parto,
por outro lado, o fator V Leiden aumenta o risco de morte por embolia pulmonar e esta
associado com abortos de repeticdo, o que poderia causar a diminui¢do do valor adaptativo
das mulheres. Embora alguns autores utilizem os termos vantagem e desvantagem seletiva,
nenhum trabalho calcula o valor adaptativo do Fator V Leiden.

Ao revisar os trabalhos da literatura, alguns dados, mencionados abaixo, levam a
questionar sobre a necessidade de justificar a frequéncia do fator V Leiden pela vantagem
seletiva, e nos levam a cogitar a hipotese de um polimorfismo neutro:

a) A principal doenca associada a esse polimorfismo é a trombose venosa, a qual é uma
doenga multifatorial. Assim, nem todos os individuos que apresentam o fator V Leiden,
mesmo em homozigose, desenvolvem trombose. EMMERICH et al. (1997) estudaram 36
homozigotos para o fator V Leiden, a maioria destes individuos eram familiares de probandos
previamente identificados. Destes, 31 (86%) tiveram episédios de TVP, sendo que a idade
média foi 38 + 16 anos. Exceto 2 pacientes, 0s demais apresentaram outro fator de risco
circunstancial (cirurgias, imobilizacdo, contraceptivos orais, gravidez) para TVP. Entre os 36
homozigotos, 16 pacientes vivenciaram mais de uma situacdo de risco (cirurgias,
imobilizacdo, contraceptivos orais) sem terem apresentado trombose, mesmo sem profilaxia.
Oito das 16 mulheres homozigotas deram a luz sem complicacOes entre as idades de 19 e 37
anos.

Os fatores circunstanciais de risco, como anticoncepcional oral, cirurgias e imobilizacdo
ndo faziam parte da vida do homem primitivo, portanto ndo atuavam concomitantemente com
o fator V Leiden no desenvolvimento da trombose.

b) Outro ponto importante é a idade de manifestacdo da trombose. No estudo realizado
por EHRENFORTH et al. (1999), envolvendo 38 homozigotos e 195 heterozigotos para o
fator V Leiden, a idade média de manifestacdo nos heterozigotos foi 32 anos (amplitude 18-
45) e dos homozigotos foi 28 anos (amplitude 18-41).

Se no homem primitivo a idade de manifestacdo da trombose fosse a mesma do homem
atual, muitos poucos individuos seriam afetados por essa patologia, visto que a expectativa de
vida era 30 anos. Estudos demogréficos das populacdes de cacadores-coletores
contemporaneas, tais como 'Kung e Aché mostram que no passado a expectativa de vida ao
nascimento era de 30 anos (LEE, 1997). Atualmente, nos Estados Unidos, a expectativa de
vida é 79 anos (LEE, 1997).
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Nos indios Xavantes (populacédo de cacadores-coletores) a idade reprodutiva média para
as mulheres foi 22,4 anos + 6,9 anos (amplitude 11-38) e nos homens foi 32,4 anos + 9,2 anos
(amplitude 17-62). Nas mulheres, a taxa de fertilidade ¢ maior dos 15 aos 19 anos e nos
homens dos 25 aos 45 anos (SALZANO, F.M., comunicacdo pessoal). Nas tribos Aché e
IKung a idade materna no primeiro filho € 17 e 19 anos respectivamente (HILL &
HURTADO, 1996).

Estendendo esses dados para as populagdes humanas primitivas e considerando que a
idade de manifestacdo da trombose fosse a mesma do homem atual, pode-se supor que a
trombose afetaria os seres humanos, principalmente, no periodo pds-reprodutivo.

d) A longevidade parece ser independente da presenca do fator V Leiden. BLADBJERG
et al. (1999) investigaram a presenca do fator V Leiden em 187 centenérios dinamarqueses,
sendo que as frequéncias genotipicas no grupo de centenarios foram similares as do grupo
controle (doadores de sangue), tendo sido detectado dois homozigotos em ambos 0s grupos.
Resultados similares foram obtidos por MARI et al. (1996) num estudo com 124 centenarios
italianos e por HEIJMANS et al. (1998) num estudo com 660 idosos holandeses com idade
igual ou superior a 85 anos.

Os resultados por HEIJMANS et al. (1998) indicam que o fator V Leiden ndo aumenta a
taxa de mortalidade da populacdo. Resultados similares também foram obtidos por HILLE et
al. (1997), os quais investigaram a taxa de mortalidade e as causas de morte nos pais (86 maes
e 85 pais) de individuos que apresentavam o fator V Leiden. A idade média da morte foi 70
anos (amplitude 33 a 96 anos), sendo que taxa de mortalidade foi similar a da populagéo
holandesa.

Portanto, analisando em conjunto todos os dados mencionados acima e enquanto o valor
adaptativo para o fator V Leiden ndo for calculado, parece prematuro tentar justificar a
elevada fregiiéncia do fator V Leiden através da hipdtese de vantagem seletiva, sendo também
prematuro afirmar que 0 mesmo seja um polimorfismo neutro. Ambas as hipdteses devem ser

analisadas e questionadas.
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4.3.1.2. Polimorfismo 1691G—A em pacientes com trombose
venosa

Em nosso estudo, 25 dos 121 pacientes com TVP eram heterozigotos para esse
polimorfismo, ndo tendo sido encontrado nenhum homozigoto 1691AA. Assim, a frequéncia
de heterozigotos 1691GA no grupo de pacientes foi 0,207, enquanto que na amostra controle
foi 0,047 (. = 16,65; GL = 1; P << 0,001). Portanto, como j era esperado devido aos relatos
da literatura, esse polimorfismo € um importante fator de risco genético para a ocorréncia de
TVP (OR =5,33; IC 95% = 2,3-12,3; P << 0,001).

Entre os 25 pacientes que apresentaram o fator V Leiden, 4 apresentaram outro fator
genético de risco para trombose, 3 eram heterozigotos para o polimorfismo no gene da
protrombina (20210GA) e um apresentou deficiéncia de proteina S. Excluindo esses 4
pacientes da analise, a "Odds Ratio" obtida continuou sendo significativa (OR = 4,48;
IC 95% = 1,91-10,5; P << 0,001).

Entre os 21 pacientes heterozigotos 1691GA, informagOes sobre fatores de risco
adquiridos (cirurgias, imobilizacdo, uso de anticoncepcional oral, gestacdo, puerpério) foram
obtidas de 18 pacientes, sendo que 12 (67%) apresentaram um fator de risco adquirido na
época da TVP. Esse nosso resultado esta de acordo com o descrito na literatura, pois no
trabalho de ZOLLER et al. (1994), 58% dos 43 heterozigotos 1691GA e no trabalho de
LEROYER et al. (1997) 71% dos 24 heterozigotos 1691GA também apresentaram fator de
risco adquirido.

A idade media da ocorréncia de trombose nos pacientes heterozigotos 1691GA foi 37,5
+ 14,5 anos (amplitude 22-67 anos). Esse dado esta de acordo com o encontrado em outros
trabalhos, 36 anos (amplitude 18-71 anos) no trabalho de ZOLLER et al. (1994), 37 + 24 anos
no estudo realizado por LEROYER et al. (1997) e 37 + 15 anos (amplitude 15-80 anos) no
trabalho de MARTINELLI et al. (1998).

Embora, a idade média da ocorréncia de trombose no grupo de mulheres heterozigotas
1691GA (35,07 + 13,2 anos) tenha sido inferior a idade média dos homens heterozigotos
1691GA (41,37 + 16,36 anos), essa diferenca ndo foi significativa. No trabalho realizado por
ZOLLER et al. (1994) essa tendéncia foi observada, mas o resultado também néo foi
significativo. Entretanto, no trabalho de TOSETTO et al. (1998) a idade média das mulheres
(31,8 anos) foi, significativamente, menor do que a dos homens (39,6 anos). No estudo de

EMMERICH et al. (1997), realizado com individuos homozigotos para o fator V Leiden, a
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idade meédia de trombose nas mulheres (33 + 14 anos) também foi, significativamente, menor
do que a dos homens (43 + 16 anos).

Como mencionado anteriormente, uma possivel explicacdo para a diferenca na idade
média de ocorréncia de trombose entre 0s sexos € a presenca de alteragfes hormonais nas
mulheres, essa mesma hipotese também foi levantada por EMMERICH et al. (1997). De fato,
0 uso de ACO e a gestacdo sdo fatores de risco independentes para a trombose e a sua
associacao com fatores genéticos tende a desencadear essa doenga mais precocemente.

No presente trabalho, 67% das mulheres heterozigotas 1691GA e 74% das mulheres
sem fator de risco genético, tiveram trombose associada a gestagdo ou ao uso de ACO, porém
essa diferenca ndo foi significativa. Entretanto, no trabalho realizado por STEFANO et al.
(1999), essa diferenca foi significativa e no sentido contrario aos nossos dados: 78% das
heterozigotas 1691GA e 50% das mulheres sem fator de risco genético (x*=12,9; GL = 1;
P << 0,001). Uma possivel explicacdo para essa discrepancia entre os resultados é o menor
namero de mulheres em nossa amostra, 13 mulheres heterozigotas 1691GA e 31 no grupo
sem fator de risco genético, enquanto que no referido trabalho foram estudadas,
respectivamente, 61 e 163 mulheres.

Sobre o risco de trombose em mulheres que apresentam fator V Leiden e usam ACO, ¢
interessante mencionar o trabalho de SCHAMBECK et al. (1997), neste trabalho foram
estudados dois grupos de mulheres que usam ACO, as que apresentaram trombose venosa
(n=101) e as que ndo tiveram trombose venosa (grupo controle, n = 101). A frequéncia do
fator V Leiden foi 35% no grupo com trombose e 8% no grupo controle (OR =4,9;
IC95% = 2,0-11,7; P << 0,001). No trabalho de MARTINELLI et al. (1999), foi relatado que
0 risco de trombose aumenta 4 vezes nas mulheres que usam ACO e apresentam o fator V
Leiden (OR =20; 1C95% = 4,2-894,3), enquanto que nas mulheres que usam ACO e néo
apresentam o fator V Leiden a "odds ratio" é 4,6 (IC 95% = 2,6-8,0). Assim, esses dados
evidenciam, a interacdo entre fatores de risco genéticos e ambientais no desenvolvimento da
trombose.

MARTINELLI et al. (1998) investigaram a ocorréncia de trombose em 200 individuos
com fator V Leiden, 10% dos homens e 23% das mulheres com fator V Leiden tiveram
trombose, essa diferenca foi tangencial a significancia (y>=3,67; GL =1; P =0,055).
Entretanto, esse resultado é sugestivo de que as mulheres heterozigotas para o fator V Leiden
sdo mais suscetiveis a trombose, e conforme os dados acima citados, as altera¢cfes hormonais

podem ser responsaveis por esse aumento de suscetibilidade.
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4.3.2. Sobre o polimorfismo 4070A—G
4.3.2.1. Polimorfismo 4070A—G na populacéo em geral

Esse polimorfismo ocorre devido a uma mutacdo A—G no nucleotideo 4070 (exon 13)
do gene do fator V e ocasiona a troca do aminoacido histidina por uma arginina na posicao
1299 do fator V. O alelo R2 (nucleotideo guanina, aminoécido arginina) esta associado com
niveis mais baixos de fator V (LUNGHI et al., 1996) e com trombose venosa, pois também
causa resisténcia a proteina C ativa (BERNARDI et al., 1997; ALHENC-GELAS et al.,
1999a).

A Tabela 4.3.4 mostra as frequéncias genotipicas e alélicas, obtidas no presente
trabalho, para o polimorfismo 4070 A—G, nos grupos de individuos normais, segundo o
grupo étnico, e de pacientes com TVP.

Nos grupos de individuos normais, caucasdides e negrdides, as frequéncias genotipicas
estdo distribuidas de acordo com o esperado para populacbes em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

As diferencas nas frequéncias alélicas entre os grupos negroides e caucasoides nao
foram significativas (3°=0,336; GL =1; P =0,562). A auséncia de diferencas entre estes
grupos étnicos também foi relatada no trabalho de BERNARDI et al. (1997), os quais
estudaram 40 somalis e a freqliéncia de individuos que apresentavam o alelo R2 (0,08) foi a

mesma da observada nos italianos.

Tabela 4.3.4. Freqliéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo 4070 A—G no gene do

fator V nos grupos estudados.

grupo N* freqiiéncias genotipicas frequéncias alélicas
R1R1 R1R2 R2R2 R1 R2

Negroides 70 0,871 0,129 0 0,936 0,064

Caucasoides 118 0,839 0,161 0 0,920 0,080

Pacientes 120 0,825 0,158 0,017 0,904 0,096

*: nUimero de individuos estudados
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Com relacdo aos caucasoides, a frequéncia do alelo R2 (0,08) no presente trabalho a

mesma encontrada por BERNARDI et al. (1997) em italianos.

4.3.2.2. Polimorfismo 4070A—G em pacientes com trombose
venosa

No grupo de pacientes com trombose venosa profunda, as frequéncias genotipicas, para
esse polimorfismo, distribuem-se de acordo com o previsto para populacdes em equilibrio de
Hardy-Weinberg.

As diferencas nas freqliéncias dos genotipos entre o grupo controle e o grupo de
pacientes com TVP néo foram estatisticamente significativas (x? = 1,98; GL = 2; P = 0,371).
Assim como ndo foram estatisticamente significativas as diferencas nas freqiiéncias alélicas
(x?=0,34; GL = 1; P = 0,556). Portanto, esses resultados indicam que esse polimorfismo ndo
esta associado com TVP.

Também ndo encontramos associacdo, quando a comparacdo foi realizada entre os
subgrupos de pacientes e seus respectivos controles. No subgrupo FGRI (pacientes com fator
genético de risco identificado) os resultados dos testes estatisticos foram, y? = 1,98; GL = 2;
P = 0,159 para as freqiiéncias genotipicas e y°=1,81; GL = 1; P = 0,178 para as freqiiéncias
alélicas. No subgrupo FGRNI (pacientes que ndo tiveram o fator genético de risco
identificado), os resultados dos testes estatisticos foram, x? = 3,27; GL = 2; P = 0,195 para as
frequiéncias genotipicas e x° = 3,041; GL = 1; P = 0,081 para as freqiiéncias alélicas.

Assim, em nossos dados ndo foi encontrada associagdo entre esse polimorfismo e
trombose venosa e, também, a presenca desse polimorfismo ndo aumentou o risco de
trombose nos individuos que ja apresentavam um fator de risco genético para TVP.

Os nossos resultados corroboram os obtidos por BERNARDI et al. (1997) e CAM-
DUCHEZ et al. (1999) os quais relataram que o alelo R2 néo era fator de risco para trombose
venosa. Entretanto, sdo contraditérios aos obtidos por ALHENC-GELAS et al. (1999a), os
quais indicam que a presenca do alelo R2 é um fator de risco para trombose venosa.

ALHENC-GELAS et al. (1999a) realizaram um estudo envolvendo 205 pacientes com
TVP e 394 controles. O alelo R2 foi mais freqliente no grupo de pacientes (0,095) do que no
grupo controle (0,058), OR =1,8 (IC 95% = 1,1-2,8; P = 0,02). Apds a exclusdo dos pacientes

com outras alteragdes genéticas que predispdem a trombose (fator V Leiden, mutagdo 20210
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G—A no gene da protrombina, deficiéncia de proteina C ou S), a presenca do alelo R2
mostrou ser um fator de risco independente para TVP (OR = 2,0; IC 95% = 1,2-3,5; P = 0,01).

Por outro lado, os resultados obtidos por FAIONI et al. (1999) sugerem que a presenca
do alelo R2 nédo € um fator de risco independente para trombose, porém a presenca do mesmo
aumenta em 3 vezes o0 risco de trombose nos individuos que apresentam o fator V' Leiden.
Estes autores estudaram 839 familiares de individuos com trombose venosa e que
apresentavam pelo menos uma alteracdo genética que predispde a trombose. Nenhum dos 42
individuos que apresentavam somente o alelo R2 teve trombose. Porém, 18% dos 22
individuos que apresentavam concomitantemente o alelo R2 e o fator V Leiden tiveram
trombose. O risco relativo de trombose para a presenca somente do fator V Leiden foi 4,2 (IC
95% = 1,5-11,3), enquanto que para a presenca do fator VV Leiden juntamente com a do alelo
R2 foi 10,9 (IC 95% = 2,9-40,6).

Os resultados obtidos por CAM-DUCHEZ et al. (1999) mostraram que a presenca do
alelo R2 ndo aumenta o risco de trombose em pacientes com fator VV Leiden. Neste trabalho
foram estudados 370 individuos pertencentes a 43 familias, sendo que 209 individuos
apresentavam o fator V Leiden. Entre os individuos que apresentavam fator V Leiden, 80
tiveram episodios de trombose e a freqliéncia do alelo R2 nesse subgrupo foi 0,04, tendo sido
obtida a mesma freqliéncia do alelo R2 no subgrupo de individuos que apresentavam o fator
V Leiden e que ndo tiveram trombose (n = 129). Para explicar a falta de associacgdo, estes
autores sugerem que o numero de individuos que apresentaram os dois gendtipos (fator V
Leiden e alelo R2) foi muito pequeno, e propdem que outros trabalhos sejam realizados com

um numero maior de individuos.

4.4. Sobre o polimorfismo no gene da Protrombina

4.4.1. Polimorfismo 20210 G—A na populagdo em geral

Esse polimorfismo ocorre devido a uma mutacao no nucleotideo 20210 G—A, na regido
3' ndo-traduzida do gene da protrombina, estando relacionado com o aumento plasmatico
desta proteina, os individuos que apresentam o alelo 20210A tém nivel mais elevado de
protrombina (POORT et al., 1996).
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A Tabela 4.4.1 mostra as frequéncias genotipicas e alélicas, obtidas no presente
trabalho, para o polimorfismo 20210 G—A, nos grupos de individuos normais, segundo o

grupo étnico, e de pacientes com TVP.

Tabela 4.4.1. Freqléncias genotipicas e alélicas do polimorfismo 20210 G—A no gene da

protrombina nos grupos estudados.

grupo N* frequéncias genotipicas frequéncias alélicas
20210 GG 20210 GA 20210 AA 20210 G 20210 A

Negroides 146 0,986 0,014 0 0,993 0,007

Caucasoides 278 0,989 0,011 0 0,995 0,005

Paciente 121 0,909 0,091 0 0,955 0,045

*: niimero de individuos estudados

Nos grupos de individuos normais, caucasoides e negroides, as freqliéncias genotipicas
estdo distribuidas de acordo com o esperado para popula¢fes em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Para tornar mais compreensivel algumas analises realizadas e que serdo abordadas mais
adiante, as diferentes populaces europeias estudadas foram separadas de acordo com a
localizacdo do pais de origem, norte ou sul, em relacdo ao paralelo 50°N. A Tabela 4.4.2
mostra as freqliéncias alélicas obtidas nos paises do sul da Europa e a Tabela 4.4.3 as dos
paises do norte.

As freqliéncias alélicas obtidas nas diferentes populagdes caucasoéides estudadas ndo sdo
homogéneas (% = 45,83; GL = 17; P << 0,001), como pode ser observado nas Tabelas 4.4.2 e
4.4.3, existem diferencas significativas nas frequéncias alélicas obtidas nos diversos paises e
também, dentro de um mesmo pais, como no caso da Espanha.

As frequéncias alélicas obtidas nos 4 estudos realizados na Espanha ndo foram
homogeéneas (3 = 8,89; GL = 3; P = 0,03), sendo que as freqgiiéncias extremas para o alelo
20210A foram encontradas em Mdrcia (0,007) e em Barcelona (0,032).

SOUTO et al. (1998) salientaram que a regido de Barcelona recebeu muitos imigrantes
de outros locais da Espanha entre 1950 e 1975 e que, devido a essa heterogeneidade genética,

os resultados obtidos podem ser extrapolados para a populacéo espanhola em geral.
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Tabela 4.4.2. Frequéncia alélica do polimorfismo 20210 G—A no gene da protrombina em

caucasoides de diferentes paises da regido sul da Europa.

local N* frequéncias alélicas referéncia
20210G 20210 A

Franca (Paris e Ruen) 400 0,986 0,014  ALHENC-GELASetal., 1999
Franga (Brest) 400 0,995 0,005 LEROYER et al., 1998
Austria (Viena) 102 0,990 0,010 WATZKEetal., 1997
Austria (Viena) 96 0,974 0,026 LALOUSHEK et al., 1998
Hungria 407 0,987 0,013 BALOGH etal., 1999
Italia (Mil&o) 416 0,989 0,011  CATTANEO et al. 1997
Italia (Napoles) 850 0,977 0,023 MARGAGLIONI et al., 1998
Espanha (Oviedo) 200 0,983 0,017 VARGASetal., 1999
Espanha (Pamplona) 304 0,979 0,021 ZABALEGUI et al., 1998
Espanha (Barcelona) 201 0,968 0,032 SOUTO et al., 1998
Espanha (Murcia) 291 0,993 0,007 CORRAL et al., 1997

*: nlmero de individuos analisados

A distribuicdo das freqliéncias alélicas foi mais homogénea nos paises da regido norte
da Europa (x*=5,62; GL=6; P=0,467), do que nos paises da regido sul (y°=25,62;
GL =10; P =0,004). Mesmo assim, chama a atencdo os resultados obtidos nos dois estudos

realizados na Inglaterra, onde o alelo 20210A apresentou uma grande variagéo.
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Tabela 4.3.7. Frequéncias alélicas do polimorfismo 20210 G—A no gene da protrombina em

caucasoides de diferentes paises do norte da Europa.

local N* frequéncias alélicas referéncia
20210 G 20210 A

Islandia 108 0,995 0,005 OLAFSSON et al., 1998
Dinamarca 608 0,995 0,005 de MAAT et al., 1997
Suecia 282 0,991 0,009 HILLARP et al., 1997
Escécia 224 0,989 0,011 McCOLL etal., 1999
Inglaterra 508 0,987 0,013 BROWN et al., 1997
Inglaterra 164 0,994 0,006 CUMMING etal., 1997
Holanda 474 0,988 0,012 POORT et al., 1996

*: nUmero de individuos analisados

ROSENDAAL et al. (1998) relatam a existéncia de um gradiente norte-sul, na Europa
(incluindo judeus de Israel), com relag&o a distribuicdo do alelo 20210A. Nas cidades ao norte
da latitude de 50°N (considerando os dados obtidos em Malmd, Manchester, Sheffield,
Amsterdam e Leiden) a prevaléncia total de heterozigotos foi 1,7% e nas cidades localizados
ao Sul de 50°N (considerando os dados obtidos em Paris, Viena, Ferrara e Tel Aviv) a
prevaléncia foi 3%, essa diferenca foi significativa (y*>=9,05; GL =1; P =0,003). Esse
gradiente é inverso ao proposto para o fator V Leiden, uma vez que a freqiéncia do fator V
Leiden é maior nas populagdes do norte da Europa.

Seguindo a metodologia de ROSENDAAL et al. (1998), analisamos os dados citados
nas Tabelas 4.4.2 e 4.4.3, para tanto, agrupamos as populagdes de acordo com a localizacéo,
norte ou sul, considerando a latitude de 50°N como limite. Assim, nessa andlise foram
incluidos 2.364 individuos pertencentes a regido norte da Europa e 3.657 individuos
pertencentes a regido sul. O alelo 20210A foi, significativamente, mais freqliente na regido
sul (A = 0,016) do que na regido norte (A = 0,010) da Europa, (x° = 6,96; GL = 1; P = 0,008).

Com relacdo a existéncia do gradiente norte-sul, alguns outros aspectos devem ser
mencionados: a) o nimero total de individuos estudados é menor no norte da Europa; b) o
numero de trabalhos que estudaram populagdes caucasoides do norte da Europa é menor do
que os que estudaram populacées do sul.

Com relacéo aos negroides, além do presente trabalho, dois outros estudos investigaram

a presenca desse polimorfismo nesse grupo étnico no Brasil. No trabalho de ANDRADE et al.
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(1998) foram estudados 137 individuos negrdides, e a freqiiéncia do alelo 20210A obtida foi
0,001, enquanto que no trabalho de FRANCO et al. (1998) a presenca do alelo A néo foi
detectada num grupo de 52 individuos negroides.

Nos Estados Unidos, HOWARD et al. (1998) estudaram 52 afro-americanos e relatam a
auséncia do alelo 20210A nesse grupo étnico. Da mesma forma, os trabalhos de FRANCO et
al. (1998) e REES et al., estudando, respectivamente, 60 e 389 africanos, relatam a auséncia
do alelo 20210A nesta etnia.

Considerando os dados citados acima, pode-se inferir que a presenca de heterozigotos
20210GA obtida na nossa amostra negroide (0,014) seja devido a miscigenacdo com
caucasOides. De fato, conforme BORTOLINI (1999), as populacbes afro-brasileiras
apresentam 27% a 59% de genes nao-africanos (europeus e/ou amerindios).

Ainda sobre esse polimorfismo em diferentes grupos étnicos, REES et al. (1999)
salientaram que a presenca do alelo 20210A é rara em populacGes nao-europeias, pois dentre
os 158 indianos estudados, foi encontrado somente um heterozigoto e nenhum heterozigoto
foi detectado entre 365 individuos da Australasia e 604 individuos do sudeste e centro
asiaticos. Estes pesquisadores também ndo detectaram o alelo 20210A em 122 indios
brasileiros, nem entre 78 nativos da America (Nuu-Chah-Nulth e Huicholes mexicanos). A
auséncia desse alelo em indigenas brasileiros também foi relatada por FRANCO et al. (1998)
em um estudo envolvendo 148 individuos pertencentes a 5 tribos amazonicas.

Considerando todos esses dados, é lo6gico supor que esse polimorfismo é restrito ao
grupo caucasoide. Entretanto, cabe salientar que o numero de individuos nédo-caucasoides
estudados, considerando os trabalhos de FRANCO et al. (1998), HOWARD et al. (1998),
RAHIMY et al. (1998) e REES et al. (1999), foi 2.188, enquanto que em relacdo aos
caucasoides, somente no trabalho de ROSENDAAL et al. (1998) foram estudados 4.624
individuos.

Estudando judeus de diferentes grupos étnicos, ZIVELIN et al. (1998) relataram a
auséncia do alelo 20210A nos 177 judeus da Etidpia estudados e as seguintes freqliéncias para
esse alelo nos outros grupos, 0,033 nos Ashkenazim (n =464), 0,028 nos Sepharadim do
norte da Africa (n =273), 0,020 nos judeus do lraque (n = 247), 0,010 nos judeus do Ira
(n =199), 0,005 nos judeus do 1émen (n = 310).

Nesse mesmo trabalho, ZIVELIN et al. (1998) caracterizaram o haplotipo com o qual

segrega o alelo 20210A e sugerem que esse polimorfismo tenha se originado de uma Unica
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mutacdo que ocorreu apdés a divergéncia dos caucasoOides a partir das subpopulacbes
mongoloides.

REES et al. (1999) sugeriram que essa mutacdo ocorreu uma unica vez, relativamente
cedo na colonizacdo moderna da Europa, e foi dispersa pela migracdo associada com a

agricultura a cerca de 10.000 anos atras.

4.4.2. Polimorfismo 20210 G—»A em pacientes com trombose
venosa

Em nosso estudo, 12 dos 121 pacientes com TVP eram heterozigotos para esse
polimorfismo, ndo tendo sido encontrado nenhum homozigoto 20210AA Assim, a frequéncia
de heterozigotos no grupo de pacientes foi 0,091, enquanto que na amostra controle foi 0,011
(x?=13,70; GL = 1; P <<0,001). Portanto, como ja era esperado devido aos relatos da
literatura, esse polimorfismo € um importante fator de risco genético para a ocorréncia de
TVP (OR =9,1; IC 95% = 2,5-33,49; P << 0,001).

Entre os 12 pacientes heterozigotos 20210GA, 3 apresentaram outro fator genético de
risco para trombose, a saber, o fator V Leiden. Entretanto, mesmo quando esses trés pacientes
sdo excluidos da comparacdo, a "Odds Ratio" obtida permaneceu significativa (OR = 6,67;
IC 95% = 1,7-33,25; P = 0,005).

Considerando os individuos heterozigotos 20210GA, a idade meédia de ocorréncia da
trombose foi 32,7 anos + 12,7 anos (amplitude 17 a 52 anos). Esse nosso dado é similar as
idades médias obtidas em outros trabalhos, 38 anos (MARGAGLIONE et al., 1998), 30 anos
(MARTINELLI et al., 1999), 30,5 anos (FERRARESI et al., 1997). Esses dados sdo
contrastantes aos obtidos no trabalho realizado por HILLARP et al. (1997), no qual todos os
heterozigotos 20210GA tiveram trombose apds os 60 anos, porém a média de idade dos
pacientes nesse trabalho foi 64 anos (amplitude 21-89).

No presente trabalho, cinco pacientes eram do sexo feminino e destas, 4 (80%) tiveram
trombose associada a alteragfes hormonais, 3 por uso de anticoncepcional oral e 1 no periodo
pos-parto. Esse dado foi similar aos obtidos por SALOMON et al. (1999), entre as 21
mulheres heterozigotas 20210GA, 86% tiveram trombose associada a alteragdes hormonais,
por SOUTO et al. (1998), 6 das 10 pacientes heterozigotas 20210GA estavam fazendo uso de
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anticoncepcional oral quando tiveram a trombose e por MARTINELLI et al. (1999), 75% das
14 pacientes heterozigotas usavam anticoncepcional oral.

A idade média de ocorréncia da trombose foi 44 + 9,3 anos (amplitude 31 a 52 anos)
nos homens heterozigotos 20210GA, enguanto que nas mulheres heterozigotas 20210GA, a
idade média foi 22,3 + 5 anos (amplitude 17 a 30 anos). Essa diferenca foi estatisticamente
significativa (t=-3,84; P =0,018). Essa mesma tendéncia foi observada nos pacientes
heterozigotos para o fator V' Leiden, e como ja mencionado, pode estar relacionado com o0s
fatores hormonais.

No trabalho realizado por MARTINELLI et al. (1999), o risco de trombose em
mulheres que usam ACO e que séo heterozigotas 20210GA foi 16,3 (IC 95% = 3,4-79,1),
enguanto que nas mulheres que nédo apresentam o alelo 20210A e usam ACO o risco foi 4,6
(IC 95% = 2,6-8,0).

4.5. Sobre os polimorfismos no gene do fator VII

4.5.1. Sobre o polimorfismo R353Q

4.5.1.1. Polimorfismo R353Q na populagdo em geral

A Tabela 4.5.1 mostra as freqliéncias genotipicas e alélicas obtidas para o polimorfismo
R353Q nos grupos de individuos normais, segundo o grupo étnico, e em pacientes com TVP.
Como ja mencionado, esse polimorfismo é causado pela troca de uma arginina (alelo R) por
uma glutamina (alelo Q) no aminoacido 353 do fator VII.

Nos grupos de individuos normais, em ambas as etnias, a distribuicdo dos genotipos
para o polimorfismo R353Q esta de acordo com a prevista para populacdes em equilibrio de

Hardy-Weinberg.
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Tabela 4.5.1. Frequéncia do polimorfismo R353Q no gene do fator VII nos grupos estudados.

grupo N* frequéncias genotipicas frequéncias alélicas
R/R R/Q Q/Q R Q
Negroides 84 0,680 0,320 0 0,840 0,160
Caucasoides 120 0,675 0,290 0,035 0,821 0,179
Pacientes 119 0,798 0,194 0,008 0,895 0,105

*: nimero de individuos estudados

As diferencas nas frequéncias genotipicas e alélicas entre 0s grupos caucasoides e
negréides ndo foram estatisticamente significativas, respectivamente, x°=2,90; GL = 2;
P=0,229 e y*=0,42; GL=1; P=0,627. A auséncia de diferenca entre caucasbides e
negréides também foi observada por de MAAT et al. (1997) em um estudo envolvendo
europeus (dinamarqueses e holandeses) e afro-caribenhos. Entretanto, as freqiiéncias alélicas
obtidas no grupo negroide do presente trabalho foram diferentes quando comparadas com as
obtidas no grupo de afro-caribenhos, alelo R = 0,914 e alelo Q = 0,086 (x% = 4,12; GL = 1;
P =0,042).

O trabalho realizado por de MAAT et al. (1997) envolveu outras populacdes, além de
europeus e afro-caribenhos, também foram estudados indianos e Inuits (nativos da
Groenlandia). As frequéncias obtidas para o alelo R foram, 0,901 nos europeus, 0,914 nos
afro-caribenhos, 0,742 nos indianos e 0,710 nos Inuits. As frequéncias obtidas nos europeus e
afro-caribenhos foram, significativamente, diferentes da obtidas nos Inuits e indianos.

As freqliéncias alélicas obtidas nos caucasdides do presente trabalho e as obtidas em
outras populagdes ndo estdo distribuidas de forma homogénea (x°=15,75; GL =8;
P =0,046), conforme mostram os dados da Tabela 4.5.2. As freqiiéncias alélicas da nossa
populacdo foram diferentes das obtidas nas populagdes de noruegueses (x? = 11,11; GL = 1;
P<<0,001) e de irlandeses (x* = 6,66; GL = 1; P = 0,01) e semelhantes as obtidas nas demais

populacgdes.
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Tabela 4.5.2. Freqiiéncia alélica do polimorfismo R353Q no gene do fator VII em diferentes

populacgdes caucasoides.

amostra N* frequéncias alélicas referéncia
R Q

noruegueses 136 0,915 0,085 BERNARDI et al., 1997
poloneses 99 0,869 0,131 HANAULT et al., 1997
irlandeses 142 0,894 0,106 LANE et al., 1996
franceses 90 0,875 0,125 BERNARDI et al., 1997
ingleses 175 0,871 0,129 HEYWOOD et al., 1997
holandeses 94 0,883 0,117 BERNARDI et al., 1997
italianos 99 0,849 0,151 BERNARDI et al., 1997
espanhois 318 0,855 0,145 BERNARDI et al., 1997
brasileiros 120 0,821 0,179 presente trabalho

*: numero de individuos estudados

Portanto, os dados obtidos no nosso trabalho e os da literatura indicam diferengas nas
freqliéncias desse polimorfismo ndo s6 entre 0s grupos étnicos, mas também entre os
caucasoides de diferentes paises.

BERNARDI et al. (1997) sugeriram a existéncia de um gradiente norte-sul na
distribuicédo do alelo Q na Europa. Como pode ser observado na Tabela 4.5.2, a freqtiéncia do
alelo Q aumentou de 0,085 no norte da Europa (Oslo, Noruega) até valores de 0,145 (Mdrcia,
Espanha) e de 0,151 (Roma, Italia) no sul da Europa, passando por valores intermediarios na
Holanda e na Franca. Considerando que, o alelo Q esté relacionado com niveis mais baixos de
fator VII e a incidéncia de infarto agudo do miocardio € maior nos paises do norte da Europa,

a inferéncia decorrente é uma possivel associacdo desse polimorfismo com essa patologia.

4.5.1.2. Polimorfismo R353Q em pacientes com trombose venosa

A Tabela 4.5.1 mostra a distribuicdo deste polimorfismo nos pacientes com TVP do
presente estudo. As freqiiéncias genotipicas distribuiram-se de acordo com o esperado para

populacdes em equilibrio de Hardy-Weinberg.



89

As diferencas entre as frequéncias genotipicas obtidas no grupo controle e as do grupo
de pacientes com TVP foram tangenciais a significancia (y?=5,39; GL = 2; P = 0,067).
Porém, em relacdo as frequéncias alélicas, a freqiéncia do alelo R foi significativamente
maior no grupo de pacientes (3 = 4,79; GL = 1; P = 0,029).

Quando os individuos analisados foram diferenciados, conforme o genétipo, em dois
grupos (RR e QQ+RQ), as diferencas nas freqiiéncias entre o grupo controle e o de pacientes
também foram significativas, y? = 4,70; GL = 1; P = 0,029 e OR = 1,90; IC 95% = 1,06-3,43;
P = 0,044, o grupo de pacientes apresentou um aumento na freqiiéncia de homozigotos RR em
relacdo ao grupo controle.

Assim, 0s nossos dados indicam que a presenca do gendtipo RR é um possivel fator de
risco para TVP. Discordando do trabalho de KOSTER et al. (1994) o qual relata auséncia de
associacdo entre esse polimorfismo e a ocorréncia de TVP.

Em nossos dados, quando os pacientes foram diferenciados segundo a existéncia ou ndo
de um fator de risco genético identificado (respectivamente, FGRI e FGRNI), a presenca
dessa associacdo ficou mais evidente. As frequéncias genotipicas e alélicas obtidas podem ser

observadas na Tabela 4.5.3.

Tabela 4.5.3. Freqiiéncia do polimorfismo R353Q do gene do fator VII em pacientes com
TVP, subdivididos em relagdo a identificacdo do fator genético de risco e nos respectivos

grupos controles.

subgrupo N* freqliéncias genotipicas frequéncias alélicas
R/R R/Q Q/Q R Q
pacientes FGRI 47 0,872 0,128 0 0,936 0,064
controles 47 0,660 0,298 0,042 0,809 0,191
pacientes FGRNI 74 0,730 0,257 0,013 0,858 0,142
controles 72 0,765 0,206 0,029 0,841 0,159

*: numero de individuos estudados

No subgrupo de pacientes FGRNI, as freqliéncias genotipicas e alélicas ndo foram
diferentes das freqiiéncias obtidas no respectivo subgrupo controle, y%=0,39; GL = 2;
P = 0,822, para as freqiiéncias genotipicas e y> = 0,07; GL = 1; P = 0,793, para as freqiiéncias
alélicas.

Entretanto, as frequéncias genotipicas e alélicas do subgrupo de pacientes FGRI foram

diferentes das freqiiéncias do subgrupo controle, respectivamente, y*=6,59; GL =2;
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P=0,037 e x¥*=5,78; GL = 1; P = 0,016. O gendtipo RR foi mais fregiiente nesse subgrupo
de pacientes do que no subgrupo controle, y?=4,81; GL=1; P=0,028 e OR =3,53;
IC 95% = 1,24-10,05; P = 0,028.

Assim, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que nos individuos que
apresentam um fator genético de risco para trombose, a homozigose para o alelo R aumenta
3,5 vezes a chance de trombose.

Como j& mencionado, este resultado é contraditorio ao obtido por KOSTER et al.
(1994), esses pesquisadores estudaram a relacdo entre aos niveis de fator VII e o
polimorfismo R353Q em 199 pacientes, de ambos 0s sexos, com trombose venosa. Os autores
concluiram que nem o nivel de fator VII, nem a presenca do genotipo RR eram fatores de
risco para trombose venosa, embora 0 genotipo RR estivesse associado com um nivel mais
elevado de fator VII. Entretanto, o trabalho ndo informa se os pacientes apresentavam alguma
das alteracdes genéticas que causam trombose, tais como, deficiéncia de proteina C, proteina

S, ATIII ou presenca de fator V Leiden.

4.5.2. Sobre o polimorfismo —323P0/10

4.5.2.1. Polimorfismo —323P0/10 na populacéo em geral

A Tabela 4.5.4 mostra a frequéncia alélica e a distribuicdo dos gendtipos para o
polimorfismo de insercdo/delecdo na regido promotora do gene do fator VII, nos grupos
estudados no presente trabalho. O alelo PO corresponde a auséncia do fragmento de insercéo
de 10 pb, e o alelo P10 corresponde a presenca desse fragmento inserido na regido —323 do

gene do fator VII.
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Tabela 4.5.4. Frequéncia do polimorfismo —323 P0/P10 no gene do fator VII nos grupos

estudados.
grupo N* freqiiéncias genotipicas frequéncias alélicas
PO/PO PO/P10 P10/P10 PO P10
Negroides 86 0,558 0,337 0,105 0,730 0,270
Caucasoides 119 0,647 0,319 0,034 0,810 0,190
Pacientes 120 0,735 0,250 0,015 0,860 0,140

*: nlimero de individuos estudados

Nos grupos de individuos normais, independente do grupo étnico, a distribuicdo dos
gendtipos para esse polimorfismo esta de acordo com a prevista para populacbes em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

As diferencas nas freqliéncias dos genoétipos entre 0s grupos caucaséides e negroides
ndo foram estatisticamente significativas (x°=4,70; GL = 2; P =0,097), assim como nio
foram estatisticamente significativas as diferencas nas freqiiéncias alélicas (3 = 3,20; GL = 1;
P =0,074).

de MAAT et al. (1997) estudaram esse polimorfismo em diferentes populagdes,
caucasoides europeus, afro-caribenhos, indianos e inuits, as freqiiéncias do alelo PO foram,
respectivamente, 0,861, 0,671, 0,756 e 0,680. Neste trabalho, as diferencas entre caucasoides
e afro-caribenhos foram significativas. Entretanto, as frequéncias alélicas obtidas no grupo
negroide do presente trabalho foram similares as obtidas no grupo de afro-caribenhos
(x?=1,36; GL = 1; P = 0,244).

As freqliéncias alélicas obtidas na amostra de caucasoides do presente trabalho e as de
outras populagdes ndo estdo distribuidas homogeneamente (x? = 21,60; GL = 7; P =0,003),
conforme mostram os dados da Tabela 4.5.5. As frequéncias alélicas da nossa populacdo
foram diferentes das obtidas nas populacdes de poloneses (% = 8,89; GL = 1; P = 0,003), de

noruegueses (3° = 9,2; GL = 1; P = 0,002) e semelhantes as obtidas nas demais populacdes.
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Tabela 4.5.5. Freqiéncia alélica do polimorfismo —-323P0/10 em diferentes populacdes

caucasoides.

amostra N* frequéncias alélicas referéncia
PO P10

noruegueses 136 0,905 0,095 BERNARDI et al., 1997
poloneses 99 0,904 0,096 HUNAULT etal., 1997
franceses 90 0,856 0,144 BERNARDI et al., 1997
ingleses 175 0,886 0,114 HEYWOOD etal., 1997
holandeses 94 0,878 0,122 BERNARDI et al., 1997
italianos 99 0,838 0,162 BERNARDI et al., 1997
espanhois 318 0,833 0,167 BERNARDI et al., 1997
brasileiros 119 0,810 0,190  presente trabalho

*: niimero de individuos estudados

BERNARDI et al. (1997) sugeriram a existéncia de um gradiente norte-sul na
distribuicdo do alelo P10 na Europa, do mesmo modo do que o sugerido para o alelo Q do
polimorfismo R353Q, mencionado anteriormente.

Em nossos dados, os polimorfismos R353Q e de insercdo/delecdo apresentaram
desequilibrio de ligagdo no grupo caucasdide (x?=10,7; GL=1; 0,001<P<0,01).
Considerando somente 0s cromossomos inequivocos, o haplétipo RPO ocorreu em 87% dos
180 cromossomos analisados, os haplétipos RP10, QPO e QP10 apresentaram,
respectivamente, frequéncias de 5%, 3,5% e 4,5%.

Por outro lado, no grupo negroide, os dois polimorfismos se encontram em equilibrio de
ligacdo (yx°=1,23; GL =1; 0,20<P<0,30). O hapldtipo RPO aparece em 75% dos 124
cromossomos analisados, 0s haplétipos RP10, QPO e QP10 apresentaram, respectivamente,
freqliéncias de 18%, 4% e 3%. Esses polimorfismos também apresentaram equilibrio de
ligacdo na populacéo de afro-caribenhos estudada por de MAAT et al. (1997).

As populacdes de indianos e inuits estudadas por de MAAT et al. (1997) apresentaram
desequilibrio de ligacéo para esses polimorfismos.

O desequilibrio de ligacdo entre esses dois polimorfismos em caucaséides também foi
relatado nos trabalhos realizados em outras populagbes (HUMPHHRIES et al., 1996;
HEYWOOD et al., 1997; de MAAT et al., 1997). Entretanto, HUNAULT et al. (1997)

relatam que na populacdo polonesa esses polimorfismos estdo em equilibrio de ligac&o.
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HUMPHRIES et al. (1996) verificaram a inexisténcia do alelo P10 em 12 individuos
pertencentes a 3 espécies de primatas e sugeriram que, o gene do fator VII ancestral ndo tinha
a sequéncia de 10pb, assim o alelo P10 teria surgido durante o processo evolutivo por um
evento de insercdo. Considerando que a mutagdo que origina o polimorfismo R353Q ocorre
em uma seqiiéncia CpG ("hot spot™ de mutacéo), estes pesquisadores sugeriram que o alelo
353Q tenha surgido duas vezes independentemente, uma vez no Cromossomo que apresentava
a auséncia da insercdo (alelo PO) e outra em um cromossomo que apresentava a insercao
(alelo P10).

4.5.2.2. Polimorfismo —-323P0/10 em pacientes com trombose
venosa

A distribuicdo dos genotipos para o polimorfismo —323P0/P10, no grupo de pacientes
com TVP, esta de acordo com a prevista para populagdes em equilibrio de Hardy-Weinberg.

As diferencas nas freqliéncias dos genotipos entre o grupo controle e o grupo de
pacientes com TVP nio foram estatisticamente significativas (y° = 2,44; GL = 2; P = 0,31).
Também, ndo foram estatisticamente significativas as diferencas nas freqliéncias alélicas
(x?=2,30; GL = 1; P = 0,131). Assim, esses resultados indicaram que esse polimorfismo ndo
estava associado com TVP.

Entretanto, os nossos dados revelaram associacdo quando as comparagdes foram
realizadas entre 0s subgrupos de pacientes com TVP (os que tinham fator genético de risco
identificado "FGRI" e os que ndo tiveram o fator genético de risco identificado "FGRNI") e
seus respectivos subgrupos controles. As frequiéncias genotipicas e alélicas obtidas podem ser

observadas na Tabela 4.5.6.
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Tabela 4.5.6. Freqiiéncia do polimorfismo —323P0/P10 do gene do fator VII em pacientes
com TVP, subdivididos em relagdo a identificacdo do fator genético de risco e nos respectivos

grupos controles.

subgrupo N* frequéncias genotipicas frequéncias alélicas
PO/PO PO/P10 P10/P10 PO P10
pacientes FGRI 47 0,851 0,149 0 0,925 0,075
controles 47 0,638 0,340 0,022 0,809 0,191
pacientes FGRNI 74 0,730 0,257 0,013 0,858 0,142
controles 72 0,680 0,278 0,042 0,819 0,181

*: nimero de individuos estudados

No subgrupo de pacientes FGRNI, as freqliéncias genotipicas e alélicas ndo foram
diferentes das freqiiéncias obtidas no respectivo subgrupo controle, respectivamente,
y?>=1,24;GL=2;P=0,537ey*=0,81; GL = 1; P = 0,368.

As diferencas entre as frequéncias genotipicas obtidas no subgrupo de pacientes FGRI e
no subgrupo controle foram tangenciais & significancia (x* = 5,95; GL = 2; P = 0,051). Porém,
as diferencas nas freqiiéncias alélicas foram significativas (x° = 4,61; GL = 1; P = 0,032), 0
alelo PO foi mais freqiente no subgrupo de pacientes FGRI do que no subgrupo grupo
controle.

Quando os individuos estudados foram diferenciados em dois grupos (POPO e
P10P10+P0OP10), observou-se um aumento significativo na freqiéncia de homozigotos POPO
no grupo de pacientes FGRI, xz =453, GL=1;, P=0,033 e OR=3,2; IC95% =1,19-8,79;
P =0,033.

Assim, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que, a homozigose para o
alelo PO aumenta 3,2 vezes a chance de trombose naqueles individuos que apresentam um
fator genético de risco para trombose.

Como os polimorfismos —323P0/P10 e R353Q estdo em desequilibrio de ligacdo, nédo
podemos excluir a possibilidade de que apenas um deles seja realmente fator de risco para
trombose venosa, entretanto os dados obtidos por Di CASTELNUOVO et al. (1998)

indicaram que ambos os polimorfismos influenciam os niveis de fator VII.
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4.6. Sobre o polimorfismo no gene da Glicoproteina I1b/Illa

4.6.1. Polimorfismo PI**/PI*? na populagéo em geral

A Tabela 4.6.1 mostra a distribuicdo dos genotipos e as frequéncias alélicas para o

polimorfismo PI*Y/PI*? no gene da subunidade Il1a da GPIIb/Illa. O alelo PI** codifica o
aminoécido leucina e o PI*? uma prolina.
Tabela 4.6.1. Freqiiéncia genotipica e alélica do polimorfismo PI*Y/PI** no gene da
subunidade Il1a da GPIIb/I1la.

grupo N* frequiéncia genotipica frequéncia alélica

PIAYPIAY  PIAYPIA  PIA?PIM PIAt PI*?

Negroides 71 0,845 0,125 0,030 0,910 0,090
Caucasoides 120 0,770 0,210 0,020 0,875 0,125
Pacientes 120 0,767 0,208 0,025 0,871 0,129

*: nimero de individuos estudados

Nos individuos normais, de ambos 0s grupos étnicos, a distribuicdo dos genotipos para
esse polimorfismo estd de acordo com a prevista para populacdes em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

As diferencas encontradas nas freqiiéncias alélicas entre os grupos de caucasoides e
negréides ndo foram estatisticamente significativas (x* = 0,10; GL = 1; P = 0,317).

No grupo negréide, as freqiiéncias encontradas no presente trabalho séo similares as
encontradas no trabalho de KIM et al. (1995) em individuos afro-americanos (3 = 0,143;
GL=1; P=0,706). Nesse trabalho as diferencas nas frequéncias alélicas entre afro-
americanos e caucasoides também ndo foram significativas.

Nos caucasoides, esse polimorfismo se distribui de forma homogénea entre as diferentes
populacBes estudadas (y*=2,31; GL =5; P =0,805), como pode ser observado na Tabela
4.6.2.
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Tabela 4.6.2. Freqiiéncias alélicas do polimorfismo PI**/PI** no gene da subunidade Illa da

GPIIb/Illa em diferentes populagdes caucasdides.

amostra N* frequéncias alélicas referéncia
PIAl PIAZ

alemaes 972 0,849 0,151 LAULEetal., 1999
irlandeses 176 0,855 0,145 HERRMANN et al., 1997
franceses 523 0,844 0,156 HERRMANN etal., 1997
norte-americanos 188 0,872 0,128 ANDERSON et al., 1999
ingleses 216 0,854 0,146 CARTERetal., 1997
brasileiros 120 0,875 0,125  presente trabalho

*: niimero de individuos estudados

KIM et al. (1995) estudaram 100 sul-coreanos e encontram uma freqiiéncia de 0,005
para o alelo PI*2. Em japoneses, as freqiiéncias encontradas foram 0,004 (ODAWARA et al.,
1996) e 0,002 (TANAKA et al. 1996), nesses trabalhos foram estudados, respectivamente,
370 e 331 individuos.

Utilizando testes imunoldgicos, LIN et al. (1993) estudaram a presenca do antigeno P

em 100 individuos chineses e INOSTROZA et al. (1988) em 112 individuos da tribo
|A2

|A2

Mapuche, o antigeno PI™* ndo foi encontrado em nenhuma destas populagdes.

de MAAT et al. (1997) relatam que a freqiiéncia do alelo PI*?

foi 0,037 na populagéo de
nativos da Groenlandia (inuits), tendo sido estudados 415 individuos.
Considerando os dados referidos acima, ndo existe heterogeneidade na distribuicdo

IAZ

desse polimorfismo entre negroides e caucasoéides. Entretanto, o alelo PI”“ é raro em orientais

e indigenas.

4.6.2. Polimorfismo PI**/PI*?em pacientes com trombose venosa

No grupo de pacientes com trombose venosa profunda, as fregliéncias genotipicas

obtidas estdo de acordo com as esperadas, conforme o equilibrio de Hardy-Weinberg.
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As diferencas nas freqiiéncias genotipicas e alélicas entre pacientes e controles nao
foram significativas, respectivamente, y2=0,22; GL=2; P=0,896 e y?>=0,02; GL = 1;
P =0,891, indicando a auséncia de associacao entre esse polimorfismo e a ocorréncia de TVP.

Também ndo encontramos associacdo, quando a comparacdo foi realizada entre 0s
subgrupos de pacientes, diferenciados segundo a presenca de fatores genéticos de risco, e seus
respectivos controles. No subgrupo FGRI (pacientes com fator genético de risco identificado)
os resultados dos testes estatisticos foram, y%=2,09; GL = 2; P = 0,366 para as freqiiéncias
genotipicas e x* = 0,22; GL = 1; P = 0,636 para as freqiiéncias alélicas. No subgrupo FGRNI
(pacientes que ndo tiveram o fator genético de risco identificado), os resultados dos testes
estatisticos foram, y? = 1,96; GL = 2; P = 0,375 para as freqiiéncias genotipicas e y* = 0,069;
GL =1; P =0,792 para as freqliéncias alélicas.

Assim, a presenca desse polimorfismo ndo é um fator de risco independente, ou mesmo
combinado com outros fatores genéticos de risco, para TVP.

Os nossos dados corroboram os encontrados por RIVERA et al. (1996) e por RIDKER
et al. (1997b), os quais também n&o encontram associagdo desse polimorfismo com TVP. O
trabalho de RIVERA et al. (1996) foi realizado na Espanha e foram estudados 86 pacientes
com doenca cerebrovascular isquémica, 48 pacientes com trombose venosa, e 84 individuos

controles. Os resultados obtidos mostraram que o alelo PI*?

ndo é um fator de risco para essas
patologias.

O trabalho de RIDKER et al. (1997b) foi realizado com os participantes de um amplo
estudo prospectivo, US Physicians’ Health Study, sendo composto exclusivamente por
homens, que tiveram trombose venosa (n = 121), infarto do miocardio (n = 374) ou acidente
vascular cerebral (n = 209) durante o periodo de seguimento do projeto. As freqiéncias
alélica obtidas nos grupos de pacientes foram similares a do grupo controle.

Entretanto, o trabalho de WEISS et al. (1996) mostrou resultados diferentes. Estes
autores realizaram um estudo caso-controle de 68 pacientes com infarto do miocardio ou
angina instavel e relatam existéncia de associacdo desse polimorfismo com trombose
coronariana. Os resultados obtidos mostraram que individuos heterozigotos ou homozigotos
para o alelo PI*? tinham maior chance (OR = 2,8; IC 95% = 1,2-6,4; P = 0,01) de ter trombose
coronariana do que individuos homozigotos para o PI**. Esse risco foi mais acentuado quando
somente foram considerados os individuos que tiveram infarto do miocardio antes dos 60

anos de idade (OR =6,2; IC 95% = 1,8-22,4; P = 0,002).
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Em uma revisdo sobre o assunto, BRAY (1999) salienta que dos 18 trabalhos
publicados até 1998, 8 relataram associac&o entre o alelo PI*? e a mesma manifestagdo da
doencga arterial coronariana. Para esse autor, uma das causas dessas discrepancias entre 0s
estudos podem ser as diferentes manifestacdes clinicas dessa doenca, alguns trabalhos
incluem pacientes que apresentam obstrucdo coronariana, mas que ndo desenvolveram infarto
do miocérdio.

ZOTZ et al. (1998) investigaram a presenca desse polimorfismo em 194 pacientes com
infarto do miocérdio, 131 pacientes com doencga arterial coronariana sem infarto e em 157

controles. Os resultados mostraram que o alelo PI*?

¢ um fator de risco para o infarto do
miocardio em pacientes com doenga arterial coronariana pré-existente, sendo considerado um
fator trombogénico. Entretanto, ndo € um fator de risco para o desenvolvimento de doenca

arterial coronariana.

4.7. Sobre o polimorfismo na enzima Metilenotetrahidrofolato
Redutase

4.7.1. Polimorfismo 677C—T na populacéo em geral

A Tabela 4.7.1 mostra as frequéncias genotipicas e génicas para o polimorfismo C677T
no gene da MTHFR nos grupos de individuos normais, segundo o grupo étnico e em pacientes
com TVP. O alelo C codifica 0 aminoacido alanina e o alelo T, o aminoéacido valina, o qual

torna esta enzima termolabil.

Tabela 4.7.1. Frequiéncia do polimorfismo C677T no gene da MTHFR nos grupos estudados.

grupo N* freqiiéncias genotipicas frequéncias alélicas
CcC CT TT C T
Negrdides 96 0,677 0,271 0,052 0,812 0,188
Caucasoides 118 0,460 0,400 0,140 0,657 0,343
Pacientes 120 0,370 0,500 0,130 0,617 0,383

*: numero de individuos estudados
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Nos grupos de individuos normais, dos dois grupos étnicos, as freqliéncias genotipicas
obtidas estdo de acordo com as esperadas, indicando que as duas populagdes estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

As diferencas nas freqliéncias alélicas entre os grupos negrdides e caucaséides foram
significativas (x®=12,94; GL = 1; P <<0,001). Diferencas significativas, entre esses dois
grupos étnicos, também foram encontradas em trabalhos realizados nos Estados Unidos
(McANDREW, 1996; STEVENSON et al., 1997; HESSNER et al., 1999), na Africa do Sul
(LOKTINOV et al, 1999) e no Brasil (ARRUDA et al., 1998; FRANCO et al., 1998).

Como pode ser observado na Tabela 4.7.2, existe heterogeneidade nas frequéncias
alélicas entre populacdes negroides de diferentes paises (y°= 33,59; GL = 8; P << 0,001).
Entretanto, ndo houve diferencas significativas entre as popula¢fes de um mesmo pais, como
no caso do Estados Unidos (x* = 1,48; GL = 3; P = 0,686) e do Brasil (x* = 3,27; GL = 3;
P =0,195). Também ndo foram significativas as diferencas nas duas populacdes africanas
estudadas (3 = 2,46; GL = 1; P = 0,116). Logo, para a realizacdo das préximas comparacoes,
os dados das populagdes de um mesmo pais foram agrupados, assim como foram agrupados
0s dados para as populacdes africanas.

Portanto, a freqliéncia do alelo T foi 0,180 nos negrdides brasileiros, 0,108 nos afro-

americanos e 0,080 nos africanos.
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Tabela 4.7.2. Frequéncias alélicas do polimorfismo C607T no gene da MTHFR em negroides

nos diferentes trabalhos realizados.

amostra N* frequéncias alélicas referéncia
C T

afro-americanos 102 0,902 0,098 MCcANDREW et al. (1996)
afro-americanos 146 0,894 0,106 STEVENSON et al. (1997)
afro-americanos 185 0,900 0,100 DILLEY et al. (1998)
afro-americanos 185 0,876 0,124 HESSNER et al. (1999)
negros africanos 67 0,948 0,052 FRANCO et al. (1998)
negros africanos 100 0,900 0,100 LOKTINOV et al. (1999)
negros brasileiros 50 0,880 0,120 FRANCO et al., 1998
negros brasileiros 137 0,800 0,200 ARRUDA et al. (1998)
negroides brasileiros 96 0,812 0,188 presente trabalho

*: nUimero de individuos estudados

As frequéncias alélicas obtidas na populacdo negrdide brasileira foram
significativamente diferentes dos obtidos na populagdo afro-americana (y3? =17,75; GL = 1;
P << 0,001) e na africana (x* =16,58; GL = 1; P << 0,001).

Por outro lado, as freqliéncias alélicas nas populacdes americana e africana foram
similares (3* =1,88; GL = 1; P = 0,170).

Como ja referido anteriormente, em revisdo sobre a origem das populacdes Neo-
americanas, BORTOLINI (1999) salienta que a presenca de genes ndo-africanos (europeus
e/ou amerindios) em populacgdes afro-brasileiras urbanas varia de 27% a 59%, enquanto que,
na América do Norte varia de 3,7% a 25%.

Assim, a freqliéncia mais elevada do alelo T na populagdo negroide brasileira em
relacdo a afro-americana pode ser explicada por diferentes taxas de miscigenagdo nesses dois
paises.

Como pode ser observado na Tabela 4.7.3, ndo existe heterogeneidade nas freqiéncias
alélicas encontradas nas populagbes caucasdides de diversos paises (x>=5,33; GL =6;
P =0,50).
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Tabela 4.7.3 Freqliéncias alélicas do polimorfismo C677T no gene da MTHFR em diferentes

populacgdes caucasoides.

amostra N* frequéncias alélicas referéncia
C T

holandeses 100 0,690 0,310 VERHOEF etal., 1997
ingleses 164 0,662 0,338 SALDEN etal., 1997
espanhois 200 0,680 0,320 ORDONEZ et al., 1999
italianos 198 0,576 0,424 STEFANO etal., 1998
australianos 225 0,642 0,368 CHRISTENSEN et al., 1997
americanos 155 0,687 0,313 BRUGADA & MARIAN, 1997
brasileiros 240 0,617 0,383  presente trabalho

*: numero de individuos estudados

Com relagdo a populacdo caucasoide brasileira, dois outros trabalhos investigaram a
presenca deste polimorfismo em nossa populacdo. ARRUDA et al. (1998) estudaram 107
caucasoOides de Campinas (Sdo Paulo) e encontraram as seguintes frequéncias alélicas:
C=0,627 e T=0,373. FRANCO et al. (1998) estudaram 51 caucasoides de Ribeirdo Preto
(Séo Paulo), sendo que a frequéncia dos alelos C e T foram, respectivamente, 0,638 e 0, 362.

As freqiiéncias obtidas nas trés populacdes caucasoéides brasileiras (Rio Grande do Sul,
Campinas e Ribeirdo Preto) foram homogéneas (x* = 0,136 GL = 2; P = 0,934).

Com relacdo a outros grupos étnicos, a presenca desse polimorfismo foi descrita em
japoneses, Inuits canadenses e amerindios. MORITA et al. (1997) estudaram 778 japoneses e
as frequéncias alélicas encontradas (C = 0,666 e T = 0,334) foram similares as descritas para
caucasoides. Nos Inuits canadenses, as frequéncias alélicas foram, C=0,939 e T =0,061
(HEGELE et al., 1997).

HESSNER et al. (1999) estudaram 87 indios da tribo Navajo e encontraram as seguintes
frequéncias, alelo C = 0,713 e alelo T =0,287. Na tribo Parakand (regido amazonica) foram
estudados 83 individuos e determinadas as seguintes freqiiéncias: alelo C = 0,886 e alelo
T =0,114 (ARRUDA et al., 1998).

Portanto, os dados obtidos no presente trabalho e os descritos na literatura indicam que
as frequéncias alélicas desse polimorfismo variam entre as diferentes populacdes e grupos

étnicos.
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4.7.2. Polimorfismo 677C—T em pacientes com trombose venosa

Com relagdo aos pacientes com TVP, a distribuicdo dos gendtipos obtida, para esse
polimorfismo, indica que essa populacéo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Como pode ser observado na Tabela 4.7.1, as diferencas nas freqiiéncias genotipicas
entre o grupo controle e o grupo de pacientes com TVP ndo foram estatisticamente
significativas (y?=2,61; GL=2; P=0,271). Também ndo foram estatisticamente
significativas as diferencas nas frequiéncias alélicas (x* = 0,66; GL = 1; P = 0,415). Assim, 0s
nossos resultados indicam auséncia de associagdo entre esse polimorfismo e TVP.

Também ndo encontramos associacdo, quando a comparacdo foi realizada entre os
subgrupos de pacientes e seus respectivos controles. No subgrupo FGRI (pacientes com fator
genético de risco identificado) os resultados dos testes estatisticos foram, x? = 2,55; GL = 2;
P = 0,279 para as freqiiéncias genotipicas e y* = 0,10; GL = 1; P = 0,756 para as freqiiéncias
alélicas. No subgrupo FGRNI (pacientes que ndo tiveram o fator genético de risco
identificado), os resultados dos testes estatisticos foram, x* = 1,96; GL = 2; P = 0,375 para as
frequiéncias genotipicas e x* = 1,34; GL = 1; P = 0,246 para as freqiiéncias alélicas.

Portanto, em nossos dados nao foi encontrada associacdo entre esse polimorfismo e
trombose venosa e, também, a presenca desse polimorfismo ndo aumentou o risco de
trombose nos individuos que ja apresentavam um fator de risco genético para TVP.

Como veremos a seguir, estudos de associagdo desse polimorfismo com trombose
venosa ou com doencga coronariana tém apresentado resultados controversos.

Entre 1997 e 1999, foram realizados 6 diferentes estudos de associacdo entre esse
polimorfismo e trombose venosa na Italia (TOSETTO et al., 1997; CATTANEO et al., 199;
LEGNANI, et al., 1997; MARGAGLIONI et al., 1998; STEFANO et al., 1998; GEMMATI et
al., 1999). Entre os pacientes com trombose venosa, a freqiéncia do alelo T variou entre
0,400 e 0,525. A associacdo entre a homozigose para o alelo T e a trombose venosa foi
encontrada somente em dois trabalhos (MARGAGLIONI et al. 1998; GEMMATI et al.
1999). Quando testada a homogeneidade das frequéncias alélicas entre os trabalhos, 0s
controles mostraram-se homogéneos (x° = 2,848; GL = 5; P = 0,723), entretanto, entre 0s
pacientes as freqiiéncias mostraram-se heterogéneas (= 11,964; GL = 5; P = 0,035). Porém,
quando os dois estudos que mostraram associacdo entre o alelo T e a trombose séo retirados
da anélise, as freqiiéncias alélicas entre os pacientes passam a ser homogéneas (y°= 1,037;
GL =3; P =0,792).
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Ainda na Europa, foram realizados 4 outros estudos de associacdo entre a homozigose
para o alelo T e a trombose venosa, na Franga (ALHENC-GELAS et al., 1999), Espanha
(ORDONES et al., 1999), Inglaterra (SALDEN et al., 1997.) e Holanda (KLUIJTMANS et
al., 1998). As freqiiéncias do alelo T foram homogéneas tanto entre os controles (y° = 5,769;
GL = 3; P = 0,123), como entre os pacientes (3> = 1,304; GL = 3; P = 0,728), variando entre
0,313 e 0,366 e em nenhum trabalho a associacdo entre homozigose para o alelo T e a
trombose venosa foi encontrada.

Uma possivel explicacdo da associacdo do alelo T com trombose venosa nos dois
trabalhos da Itdlia, seria a da heterogeneidade dos critérios utilizados na selecdo dos
pacientes, envolvendo variaveis como sexo, idade, quadro clinico. Entretanto essas variaveis
ndo parecem ser diferentes entre os diferentes trabalhos.

No Brasil, além do presente trabalho, trés outras publicacfes referem-se a distribuicao
do polimorfismo C677T da MTHFR na populagdo em geral e em pacientes com trombose
venosa.

FRANCO et al. (1998) ndo encontraram associagdo entre esse polimorfismo e a
trombose venosa. Entretanto, os dados de ARRUDA et al. (1997) mostraram um significativo
aumento de homozigotos TT em pacientes com trombose venosa (x*>=7,48; GL = 1; P =
0,006), usando como controle as freqiiéncias obtidas em recém-nascidos.

Os nossos dados ndo mostram associacdo entre homozigose para o alelo T e a
ocorréncia de TVP (= 0,003; GL = 1; P = 0,958). Entretanto, é importante ressaltar que 0s
dados dos controles de ARRUDA et al. (1997) diferem significativamente (y°= 15,070;
GL =1; P < 0,001) de outros dados de controles caucasoides publicados por estes autores
(ARRUDA et al., 1998). No trabalho que mostrou associagdo entre o polimorfismo da
MTHFR e trombose venosa ndo ha informacdes sobre a composicao étnica do grupo controle
nem do grupo de pacientes, o que dificulta uma possivel explicacdo para a heterogeneidade

encontrada entre os controles nos dois trabalhos.
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4.8. Sobre o polimorfismo no gene do Ativador Tissular do
Plasminogénio

4.8.1. Polimorfismo de insercao/delecdo na populagéo em geral

Esse polimorfismo ocorre devido a presenca (alelo 1) ou auséncia (alelo D) de uma
sequéncia Alu no gene do ativador do plasminogénio. As frequéncias genotipicas e alélicas

obtidas no presente trabalho podem ser observadas na Tabela 4.8.1.

Tabela 4.8.1. Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo Alu no gene do ativador

tissular do plasminogénio.

grupo N* freqiiéncias genotipicas frequéncias alélicas
DD Dl I D |
Negroides 104 0,375 0,404 0,221 0,577 0,423
Caucasoides 119 0,134 0,479 0,387 0,370 0,630
Pacientes 120 0,200 0,475 0,325 0,440 0,560

*: nimero de individuos estudados

Com relacdo as amostras controles, os dois grupos estudados, negrdides e caucasoides,
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.

As diferencas nas frequéncias alélicas entre caucasdides e negréides foram
estatisticamente significativas (y* =14,25; GL = 1; P << 0,001).

Como pode ser observado na Tabela 4.8.2, as freqliéncias alélicas, obtidas no presente
trabalho e as de outras populacdes caucaséides, sdo homogéneas (y?=3,721; GL =3;
P =0,293).
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Tabela 4.8.2. Frequéncias alélicas do polimorfismo Alu do gene do t-PA em diferentes

populacgdes caucasoides.

amostra N* frequéncias alélicas referéncia
D |
ingleses 525 0,418 0,582 STEEDSetal., 1998
holandeses 250 0,446 0,554  van der BOM et al., 1997
alemées 80 0,400 0,600 LUDWIG etal., 1992
brasileiros 119 0,370 0,630  presente trabalho

*: niimero de individuos estudados

Comparando os dados obtidos para a nossa populacdo negroide com os descritos, por
BATZER et al. (1991), para populagdes de negros americanos e africanos, verificou-se que as

freqiiéncias alélicas sdo homogéneas nessas trés amostras (32 = 0,308, GL = 2; P = 0,857).

4.8.2. Polimorfismo de insercdo/delecdo em pacientes com
trombose venosa

Com relagdo aos pacientes com TVP, a distribuicdo dos gendétipos obtida, para esse
polimorfismo, indica que a nossa populacao esta em equilibrio de Hardy-Weinberg.

As freqliéncias genotipicas e alélicas foram similares entre pacientes e controle,
respectivamente, x° = 2,17; GL = 2; P = 0,338 e x* = 2,10; GL = 1; P = 0,160, demonstrando
a auséncia de associacdo entre esse polimorfismo e a ocorréncia de TVP.

Também ndo encontramos associacdo, quando a comparacdo foi realizada entre 0s
subgrupos de pacientes e seus respectivos controles. No subgrupo FGRI (pacientes com fator
genético de risco identificado) os resultados dos testes estatisticos foram, y? = 3,34; GL = 2;
P=0,188, para as freqiiéncias genotipicas e y?=2,54; GL=1; P=0,1070, para as
fregiiéncias alélicas. No subgrupo FGRNI (pacientes que ndo tiveram o fator genético de risco
identificado), os resultados dos testes estatisticos foram, y* = 0,137; GL = 2; P = 0,933, para
as freqiiéncias genotipicas e y? = 0,11; GL = 1; P = 0,739, para as freqiiéncias alélicas.

Os trabalhos encontrados na revisdo da literatura investigam sobre a influéncia desse
polimorfismo com o infarto do miocéardio, ndo tendo sido encontrado nenhum trabalho que
investigue a associagdo do mesmo com trombose venosa. O trabalho realizado por van der

BOM et al. (1997) relata que individuos homozigotos para o alelo D apresentavam um risco 2
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vezes maior de desenvolver infarto do miocardio. Entretanto, em outros dois trabalhos
(RIDKER et al., 1997a; STEEDS et al., 1998) essa associa¢ao nédo foi encontrada.
Assim, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que esse polimorfismo nao

esta associado com trombose venosa.

4.9. Sobre o polimorfismo no gene do Inibidor-1 do Ativador do
Plasminogénio

4.9.1. Polimorfismo 4G/5G na populacdo em geral

A Tabela 4.9.1 mostra as frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo 4G/5G,
localizado na regido promotora do gene PAI-1, nos grupos de individuos normais, segundo o

grupo étnico, e em pacientes com TVP.

Tabela 4.9.1. Frequéncia do polimorfismo 4G/5G no gene do inibidor-1 do ativador do

plasminogénio nos grupos estudados.

N* frequéncias genotipicas frequéncias alélicas
grupo
4G4G 4G5G 5G5G 4G 5G
Negroides 90 0,044 0,333 0,623 0,211 0,789
Caucasoides 118 0,237 0,543 0,220 0,508 0,492
Pacientes 121 0,317 0,400 0,283 0,517 0,483

*: numero de individuos estudados

Os individuos normais, independentes do grupo étnico, estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Entretanto, as diferencas nas frequéncias genotipicas e alélicas entre 0s grupos
caucasoides e negréides foram significativas, respectivamente, x* =31,55; GL = 2; P <<0,001
e x?=38,08; GL = 1; P <<0,001.

A Tabela 4.9.2 mostra que as frequéncias alélicas, obtidas no presente trabalho e as de
outras populacdes caucasoides, se distribuem de forma homogénea (y2=2,66; GL = 4;
P =0,616).
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Tabela 4.9.2. Frequéncias alélicas do polimorfismo 4G5G no gene do PAI-1 em diferentes
populacdes caucasobides.

amostra N* frequéncias alélicas referéncia
4G 5G
ingleses 172 0,560 0,440 CATTOetal., 1997
italianos 218 0,560 0,440 BURZOTTAZetal., 1998
suecos 100 0,530 0,470  ERIKSSON et al., 1995
holandeses 302 0,530 0,470 DOGGEN etal., 1999
brasileiros 118 0,508 0,492  presente trabalho

*: nimero de individuos estudados

As frequéncias alélicas obtidas no grupo negrdide, no nosso estudo, foram similares as
encontradas por PANAHLOO et al. (1995) em um estudo envolvendo afro-caribenhos
(x*=1,80; GL = 1; P = 0,177).

Existem poucos estudos sobre esse polimorfismo em outros grupos étnicos, IWAI et al.
(1998) estudaram esse polimorfismo em japoneses, encontrando as seguintes freqliéncias
alélicas: 4G = 0,61 e 5G = 0,39. Essas freqliéncias diferiram das obtidas no grupo caucasoide
no presente trabalho (x*>=6,06; GL=1; P=0,014) e também foram diferentes das
frequiéncias obtidas para os holandeses (3 = 6,28; GL = 1; P = 0,012). Entretanto, nio foram
diferentes quando comparadas com as outras populacdes caucasdides, ingleses (y*=2,11;
GL =1; P =0,149), italianos (3°=2,59; GL=1; P=0,108) e suecos (3°=3,53; GL = 1;
P = 0,060).

Evidentemente, considerando os resultados acima mencionados, as frequéncias alélicas
na populacdo japonesa sdo diferentes das freqiiéncias obtidas na populacdo negréide estudada
no presente trabalho (® = 73,40; GL = 1; P << 0,001).

McCORMACK et al. (1996) estudaram esse polimorfismo nos indios Pima (Arizona,
USA) e as fregliéncias alélicas obtidas, 4G = 0,51 e 5G = 0,49, ndo foram significativamente
diferentes das obtidas nas popula¢Bes caucasoides mostradas na Tabela 4.9.2. Entretanto,
como ja era previsto baseando-se nas analises ja realizadas, essas frequiéncias foram diferentes
das obtidas na populacdo negréide estudada no presente trabalho (y?=39,63; GL =1;
P << 0,001) e também das frequéncias descritas por IWAI et al. (1998) para a populacdo
japonesa (y* = 6,53; GL = 1; P = 0,011).

Portanto, os dados obtidos no presente trabalho e os descritos na literatura indicam que

as frequiéncias alélicas desse polimorfismo sdo influenciadas pelo grupo étnico.
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4.9.2. Polimorfismo 4G/5G em pacientes com trombose venosa

Entre os pacientes do presente estudo, as frequéncias ndo se distribuem segundo o
equilibrio de Hardy-Weinberg (x* = 4,87; GL = 1; 0,02<P<0,05), ocorrendo uma deficiéncia
de individuos heterozigotos, compensada por aumentos nas frequéncias de homozigotos. Nao
encontramos explicacdo para estes resultados.

As frequéncias genotipicas obtidas nos pacientes com TVP ndo foram,
significativamente, diferentes daquelas encontradas no grupo controle (y=4,85; GL = 2;
P =0,088). Assim, em nossos dados, ndo encontramos associa¢ao entre esse polimorfismo e
trombose venosa, corroborando com dados obtidos por RIDKER et al. (1997e) e STEGNAR
et al. (1998).

Entretanto, os resultados obtidos por SARTORI et al. (1998) mostram uma distribuicéo
genotipica no grupo de pacientes com TVP, significativamente, diferente daquela observada
no grupo controle (x* = 6,75; GL = 2; P = 0,034), ocorrendo uma diminuicao na freqiiéncia de
homozigotos 5G5G nos pacientes. Porém, as diferencas nas frequéncias alélicas foram
tangenciais & significancia (y°=3,58; GL =1; P =0,059), mostrando um excesso na
freqiiéncia do alelo 4G no grupo de pacientes. Esses autores citaram os trabalhos RIDKER et
al (1997e) e STEGNAR et al. (1998), mas nao justificaram as possiveis causas da divergéncia
de resultados.

E importante salientar que os estudos citados apresentaram caracteristicas
epidemioldgicas diferentes. Por exemplo, trabalho de RIDKER et al. (1997¢) foi realizado
com os participantes de um amplo estudo prospectivo, US Physicians' Health Study, sendo
composto por exclusivamente por homens, que desenvolveram trombose durante o periodo de
seguimento do projeto. A idade média do evento de trombose nestes pacientes foi 62,3 + 9
anos. O trabalho ndo informa se os pacientes tinham alguma das alteracfes genéticas que
predispdem a trombose, tais como, deficiéncias de proteina C, proteina S, ATIII, ou presenca
de fator V Leiden.

No trabalho de STEGNAR et al. (1997) foram estudados 158 pacientes com idade
média de 40 anos, todos nascidos na Europa Central, sendo 60% do sexo masculino. Esse
trabalho também ndo informa se os pacientes apresentavam alguma alteracdo genética que
predispde a trombose.

Por outro lado, no estudo realizado por SARTORI et al. (1998), somente foram

incluidos os pacientes que nao apresentavam as alteracBes genéticas que sao fatores de risco
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para a trombose, ja referidas acima. Nesse trabalho foram estudados 70 pacientes com idade
media de 53,4 + 17 anos, sendo 53% do sexo masculino. Esse trabalho foi realizado por
pesquisadores italianos e suecos, entretanto ndo ha referéncia sobre a origem dos pacientes.
Seguindo o procedimento adotado por SARTORI et al. (1998), resolvemos verificar a
freqiiéncia desse polimorfismo nos dois subgrupos de pacientes do presente trabalho, os que
tiveram o fator genético de risco para trombose identificado (FGRI) e os que ndo tiveram o
fator genético de risco identificado (FGRNI). As frequéncias genotipicas e alélicas obtidas

podem ser observadas na Tabela 4.9.3.

Tabela 4.9.3. Frequéncia do polimorfismo 4G5G no gene do PAI-1 em pacientes com TVP,

subdivididos em relacdo a identificacdo do fator genético de risco e nos respectivos grupos

controles.
subgrupo N* frequiéncias genotipicas frequéncias alélicas
4G4G 4G5G 5G5G 4G 5G
pacientes FGRI 47 0,405 0,340 0,255 0,575 0,425
controle 46 0,130 0,566 0,304 0,413 0,597
pacientes FGRNI 74 0,270 0,433 0,297 0,486 0,514
controle 71 0,296 0,521 0,183 0,560 0,440

*: nlimero de individuos estudados

As frequéncias genotipicas e alélicas do subgrupo de pacientes FGRI foram diferentes
das freqiiéncias do subgrupo controle, respectivamente, y?=9,29; GL=2; P=0,009 e
y?>=422; GL=1; P=0,040. O gendtipo 4G4G foi mais freqiiente nesse subgrupo de
pacientes do que no subgrupo controle (x°=7,53; GL =1; P =0,006), enquanto que as
freqliéncias dos genotipos 4G5G e 5G5G no subgrupo controle e no subgrupo de pacientes
FGRI foram similares.

Os nossos resultados indicam que, os individuos que apresentam um fator genético de
risco para trombose e que sdo homozigotos 4G4G apresentam uma chance 4,5 vezes maior de
desenvolver trombose (OR =4,50; IC 95% = 1,60-12,76; P = 0,006) do que aqueles que ndo
apresentam esse genotipo.

Esses nossos resultados sdo divergentes dos obtidos por RIDKER et al. (1997¢) e
STEGNAR et al. (1997), pois esses pesquisadores ndo encontraram a associacdo desse

polimorfismo com TVP. Como ja mencionado, os aspectos epidemioldgicos dos trabalhos sdo
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bastante diferentes, ndo havendo referéncia sobre a inclusdo ou ndo de pacientes com fatores
genéticos de risco. Portanto, uma possivel causa dessa divergéncia, seja a possibilidade de
individuos que ndo apresentam fatores genéticos de risco para TVP estarem incluidos nos
trabalhos citados. Cabe salientar, que as frequiéncias genotipicas nos grupos controles dos trés
trabalhos sdo similares (3°=0,297; GL =2; P = 0,680), assim a divergéncia dos resultados
devem ser causadas pelas diferencas nas amostras de pacientes.

Os nossos resultados séo divergentes dos obtidos por SARTORI et al. (1998) em dois
aspectos:

1) No trabalho de SARTORI et al. (1998), como mencionado anteriormente, as
frequiéncias genotipicas foram diferentes entre pacientes e controles (x?=6,75; GL = 2;
P =0,034), havendo uma reducdo na freqiiéncia de homozigotos 5G5G compensada por um
aumento nas frequéncias de homozigotos 4G4G e de heterozigotos 4G5G, enquanto que as
diferencas nas freqiéncias alélicas foram tangenciais a significdncia. A partir destes
resultados é possivel inferir que, neste trabalho, o alelo 4G mostrou ser um fator de risco para
TVP, tanto em homozigose com em heterozigose, enquanto que nos nossos dados somente a
homozigose para o alelo 4G é um fator de risco.

2) Como o estudo de SARTORI et al. (1998) foi realizado somente em pacientes que
ndo apresentavam fatores genéticos de risco para trombose, pode-se deduzir que a presenca
do alelo 4G seja um fator de risco independente. Entretanto, em nosso trabalho, observamos
que o alelo 4G foi um fator de risco para TVP somente em homozigose e combinado com
outros fatores de risco.

Por outro lado, os nossos resultados estdo na mesma direcdo dos encontrados na
metanalise sobre esse polimorfismo e infarto do miocérdio, realizada por IACOVELLO et al.
(1998). Os resultados obtidos nesse trabalho indicaram diferencas no efeito do gendtipo
4G4G em populagbes de baixo e alto risco de infarto do miocérdio. Esses autores sugeriram
que a existéncia de ateroma e/ou disfuncdo metabolica sejam necessarias para que o efeito do
gendtipo 4G4G seja desencadeado.

Os nossos resultados também estdo na mesma direcéo dos obtidos por ZOLLER et al.
(1998), os quais encontraram que individuos que apresentam deficiéncia de proteina S e sdo
homozigotos 4G4G apresentam risco 4,5 vezes maior de desenvolver tromboembolismo
pulmonar do que os individuos que apresentam esta deficiéncia e possuem os genoétipos 4G5G
ou 5G5G.
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Como ja mencionado, o PAI-1 atua no processo fibrinolitico inibindo o ativador tissular
do plasminogénio, assim niveis elevados de PAI-1 diminuem a eficiéncia desse processo. O
alelo 4G esté relacionado com o aumento no nivel desse inibidor, tanto em individuos sadios
(ERIKSSON et al., 1995) como em pacientes com TVP (SARTORI et al,. 1998). Estes
ultimos autores também demonstraram que os diferentes gendtipos para PAI-1 apresentavam,
concomitantemente, diferentes efeitos sobre a reducdo da atividade fibrinolitica e que este
efeito foi significativamente menor nos homozigotos 5G5G do que os efeitos observados

tanto para os heterozigotos 4G5G, como para 0s homozigotos 4G4G.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Desde a proposta de Virchow sobre a fisiopatologia da trombose, muitos progressos
foram feitos e atualmente, consegue-se identificar um fator de risco genético em cerca de 50%
dos pacientes com essa patologia.

Entretanto, a pergunta continua, o que esta alterado nos outros 50% ?

Duas respostas sdo possiveis: a) nestes pacientes o fator de risco foi ambiental; b) existe
uma alteracéo genética que ainda ndo foi descoberta.

Ambas respostas estdo corretas, 0s fatores de risco ambientais estdo bem estabelecidos e
podem existir alteracGes genéticas desconhecidas, ha 10 anos atras o fator genético de risco
mais frequente, o fator V Leiden, ainda n&o havia sido identificado.

Porém, estas respostas nos levam a outras perguntas: a) por que nem todos os
individuos que se expdem aos fatores de risco ambientais desenvolvem trombose venosa? b)
se existe um componente genético, por que individuos consangiiineos do probando, com o
mesmo fator de risco genético, ndo séo afetados?

A resposta de que a trombose venosa € uma doenca multifatorial ndo satisfaz a
necessidade de compreensdo do mecanismo. Essa resposta estimula a continuar a investigacao
sobre os fatores genéticos de risco, os seus efeitos e como interagem entre si e com os fatores
ambientais para desencadear a doenca.

No presente trabalho foi evidenciado que trés polimorfismos de DNA (FVIII R353Q e
—323P0/P10; PAI-1 4G5G) atuam de forma sinérgica a outros fatores genéticos de risco,
ainda que, de forma isolada ndo sejam fatores de risco.

Temos interesse de verificar qual o efeito, no risco de trombose venosa, da interagcéo
destes polimorfismos com as outras varidveis estudadas neste trabalho (sistema sanguineo
ABO, fator VIII e fator von Willebrand) e com outros polimorfismos (nos genes do
fibrinogénio, proteina C e fator XII1) que estdo sendo estudados em nosso grupo, contribuindo

assim, para uma melhor compreenséo sobre o mecanismo dessa patologia.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Foram investigados, principalmente, polimorfismos de DNA dos genes envolvidos na

sintese de proteinas relacionadas a hemostasia, como fatores de risco para a trombose venosa.

Neste estudo caso-controle foram incluidos 121 pacientes caucaséides com trombose
venosa profunda e 121 controles. Também foram estudados 172 individuos negroides da

populacdo em geral de diversos estados brasileiros.

Os pacientes foram encaminhados por profissionais da area de saude e tiveram
trombose venosa profunda nos membros inferiores, confirmada por flebografia ou eco-
doppler ou que, mesmo sem esta confirmacgédo diagnostica, apresentavam trombose venosa de

repeticdo ou trombose venosa profunda seguida de embolia pulmonar.

Foram excluidos pacientes nos quais a trombose venosa estivesse associada a patologias

tais como diabetes, cancer e anticorpos anti-fosfolipideos.

Foram investigados o fator V Leiden, o polimorfismo 20210G—A no gene da
Protrombina, as deficiéncias de proteina C, proteina S e antitrombina Ill, os quais sao fatores
genéticos de risco bem-estabelecidos para trombose venosa. Também foram investigados 0s

niveis dos fatores V111 e von Willebrand.

Além disso, foram realizados estudos de polimorfismos de DNA dos genes do Fator
VIl, do Inibidor do Ativador do Plasminogénio (Pai-1), do Ativador Tissular do
Plasminogénio (t-PA), da Glicoproteina llb/Illa (GP Ilb/lll1a), do Fator 1l, do Fator V e da
Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR).

Os critérios para a selecdo dos polimorfismos a serem estudados foram: evidéncias de
alteracdo na sintese das respectivas proteinas e/ou relatos de associacdo com doencas

cardiovasculares.
Os principais resultados e conclus@es alcancados podem ser sumariados como segue:

1) Reducdes patoldgicas nos niveis dos principais inibidores fisiolégicos de coagulacéo,
proteina C, proteina S e ATIII, ocorreram de forma isolada (com uma exce¢do) em 16,3% dos

pacientes.
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2) A presenca do Fator V Leiden ou do polimorfismo 20210G—A no gene da

protrombina foi detectada em 28% dos pacientes.

Conclusdo: apesar dos critérios de selecdo dos pacientes favorecerem a
identificacdo de fatores de risco hereditarios, em uma frequéncia elevada dos pacientes

(60%) nao foram encontradas alteragdes genéticas.

3) De uma maneira geral, somente em 33% dos pacientes foi encontrada uma histéria
familiar positiva. Quando os pacientes foram selecionados entre aqueles com 0s riscos
genéticos identificados acima referidos, a frequéncia de ocorréncia familiar desta patologia
elevou-se para 40% dos pacientes. A idade média da primeira manifestacdo de trombose
venosa foi 33 anos e os valores encontrados nao foram diferentes entre os pacientes com fator

risco genético identificado e naqueles sem fator de risco genético.

Conclusdo: Considerando as variaveis genéticas estudadas, a elevada auséncia de
historia familiar e a auséncia de diferenca na idade média de manifestacdo do primeiro
sintoma entre pacientes com e sem fator de risco genéticos, a conclusao anterior de que
existe um componente ndo genético importante no desenvolvimento da trombose venosa

é reforcada

4) Foi encontrada uma freqiiéncia significativamente maior de mulheres (62%) do que
de homens (38%) entre os afetados. Além disso, a idade média de manifestacdo do primeiro
episodio de trombose venosa foi significativamente mais precoce entre as mulheres (32 anos)

do que nos homens (37 anos).

Conclusdo: As diferencas encontradas entre os sexos, tanto quanto a ocorréncia,
como em relacdo a idade de manifestacdo, provavelmente, sdo devidas aos fatores
circunstanciais de risco tais como gestacdo, puerpério ou contraceptivo oral, os quais

predispdem a trombose venosa.

5) Os grupos sangliineos do sistema ABO nao se distribuiram homogeneamente entre
afetados e controles. Quando os individuos foram diferenciados em grupo O e grupo ndo-O,
verifica-se uma concentracdo significativa do grupo ndo-O entre os afetados. Por outro lado,
ja foi descrito que os niveis de Fator VIII e de Fator von Willebrand também estdo associados
ao sistema sanguineo ABO, pois os individuos do grupo ndo-O apresentam niveis mais
elevados destes fatores. No presente estudo o complexo Fator VIII/Fator von Willebrand

encontrava-se significativamente mais elevado nos pacientes do que nos controles. Entretanto,
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estes aumentos dos niveis de Fator VIII e de Fator von Willebrand em pacientes mostraram-se

independentes do efeito do sistema sanguineo ABO.

Concluséo: Ainda que néo tenha sido estabelecida uma relagéo de causa e efeito,
ha evidéncias de que o sistema sangtiineo ABO e 0s niveis dos Fatores VIII e von
Willebrand estdo associados com a Trombose Venosa Profunda e parecem atuar de
forma independente.

6) A freqiiéncia de individuos com fator V Leiden nos pacientes com trombose venosa
foi 21% e no grupo controle caucasoéide foi 4,7%. Néao tendo sido detectado nos grupos de
negroides e amerindios.

7) A freqliéncia de individuos que apresentaram o alelo 20210A no gene da protrombina
foi 9% no grupo de pacientes e 1% no grupo controle caucasoide; no grupo negréide a
freqiiéncia foi 1,4%.

Conclusdo: O fator V Leiden e o alelo 20210A do gene da protrombina sdo os
fatores genéticos de risco para trombose venosa mais frequentes na populagdo do Rio
Grande do Sul.

8) As freqléncias alélicas dos polimorfismos de DNA dos genes da GPIllb/llla
(PI*Y/PI*?), MTHFR (677C —T), t-PA (I/D) e fator V (4070A—G) foram similares em

pacientes e controles.

9) As frequéncias alélicas dos polimorfismos de DNA do fator VII foram diferentes
entre controles e pacientes que apresentavam fatores genéticos de risco para a TVP. No grupo
de pacientes que ndo apresentavam fator genético de risco identificado para TVP as
freqliéncias foram similares. A frequéncia de homozigotos para os alelos 353R e —323 PO do
gene do fator VIII, os quais estdo relacionados com o aumento do nivel desse fator de
coagulagdo, foi maior no grupo de pacientes com fator de risco genético do que no grupo

controle.

10) As freqliéncias alélicas dos polimorfismos de DNA do PAI-1 foram diferentes entre
controles e pacientes que apresentavam fatores genéticos de risco para a TVP. No grupo de
pacientes que ndo apresentavam fator genético de risco para TVP as frequéncias foram
similares. A frequéncia de homozigotos para o alelo 4G do PAI-1, o qual esta relacionado
com o aumento do nivel desse inibidor da fibrindlise, foi maior no grupo de pacientes com

fator de risco genético do que no grupo controle.
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Conclusdo: A homozigose para os alelos 353R e —323 do gene do fator VII ou 4G
do gene do PAI-1 sdo fatores de risco adicionais em individuos que ja apresentam um

fator de risco genético para trombose.

7. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The work presented in this thesis investigated DNA polymorphism of genes involved in the
synthesis of proteins related to haemostasis as risk factors in deep venous thrombosis (DVT)
patients in the Southern Brazilian state of Rio Grande do Sul (RS).

In this case-controlled study the subjects were 121 Caucasian patients with DVT from RGS
and 121 controls (also from RS, but with no history of DTV) along with 172 Negroid individuals
(no history of DVT) from diverse Brazilian states.

The patients were referred by health-care professionals and had a history of DVT in their
lower limbs, confirmed either by flebography or Doppler-ecography. Some patients did not have
their diagnosis confirmed but presented repeat venous thrombosis or DVT followed by pulmonary
embolism. Patients whose venous thrombosis was associated with other pathologies, such as
diabetes, cancer, or anti-phospholipid antibodies were excluded.

The well-established genetic risk-factors for venous thrombosis are factor V Leiden,
polymorphism 20210G—A of the prothrombin gene, deficiencies of proteins C and S and
antithrombin I11 (ATIII), all of which were investigated in the present study, along with the levels
of factor V11l and von Willebrand factor.

DNA polymorphism was also studied in genes relating to factors Il, V and VII,
plasminogen-activator inhibitor (PAI-1), tissue-plasminogen activator (t-PA), glycoprotein I1b/llla
(GPIIb/I1a) and methylenetetrahydrofolate-reductase (MTHFR).

The criteria for selection of polymorphisms were: evidence of altered protein synthesis
and/or reports of polymorphism-associated cardiovascular disease.

The principal results and conclusions can be summarized as follows:

1. Pathological reductions in the levels of the principal physiological coagulation-inhibitors
(protein C, protein S and ATIII) occurred in just over 16% of subjects.

2. The presence of factor V Leiden or polymorphism 20210G—A of the prothrombin gene

was detected in 28% of subjects.
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Conclusion 1: There were no genetic alterations in about 60% of the patients, in spite
of the fact that the method of subject selection favored the inclusion of patients with
hereditary risk-factors.

3. In general, only 33% of subjects had a positive family-history of DVT. When the
subjects were selected from those with the above mentioned genetic risk-factors, 40% showed a
positive family-history of DVT. The mean age of patients when DVT first occurred was 33 years,
with no difference between subjects with and without identifiable risk-factors.

Conclusion 2: Considering the genetic variables studied in relation to both the low
incidence of previous family history and the fact that there was no difference in age between
subjects with and without risk-factors we may conclude that that there is a substantial non-
genetic component in DVT.

4. A significantly higher frequency of women (62%) than men (38%) were affected by
DVT, and in women the mean age when the first DVT episode occurred (32 years) was
significantly earlier than men (37 years).

Conclusion 3: The sex-related differences in relation to DVT frequency and age at first
episode are probably due to associated risk-factors, such as previous pregnancies,
puerperium and oral-contraceptives, all of which predispose to DVT.

5. The groups of the ABO blood system were heterogeneously distributed between DVT-
positive patients and DVT-negative controls, with significantly more DVT-positive patients
belonging to non-O blood groups. Factor VIII and von Willebrand factor are both blood-group
associated, and non-O subjects exhibited significantly elevated levels of these factors. The data
showed that the level of the factor VIlI/von Willebrand Factor complex was significantly higher
in DVT patients than in controls, although this was independent of blood-group.

Conclusion 4: Although no cause and effect relationship was established, the data
indicates that the ABO blood-group system and the levels of the factor VIII/von Willebrand
factor complex are associated with DVT, and that they seem to act independently.

6. The frequency of factor V Leiden in DVT patients was 21%, while it was 4.7% in
Caucasian controls and undetected in Negroids and in Amerindians.

7. The frequency of heterozygous for the 20210A allele of the prothrombin gene was 9% in
patients and about 1% in the Caucasian control and Negroid groups.

Conclusion 5: Factor V and the 20210A allele of the prothrombin gene are the most
frequent genetic risk-factors predisposing to DVT in the Rio Grande do Sul population.

8. The allele frequencies of the polymorphisms of the genes for GPIIIb/Illa (PI*Y/PI*?),
MTHFR (677C—T), t-PA (1/D) and factor V (4070A—G) were similar in patients and controls.
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9. The allele frequencies of the polymorphisms of the genes for factor VII were different
between controls and patients presenting identifiable genetic risk-factors for DVT, but there was
no difference between the controls and patients not presenting genetic risk factors. The
homozygous frequency for alleles 353R and -323PO of the genes for factor VIII (these alleles are
implicated in the increase of factor VIII) were higher in patients with genetic risk-factors than in
the control groups.

10. The allele frequencies of the polymorphisms of the genes for PAI-I were different
between controls and patients presenting identifiable genetic risk-factors for DVT, but there was
no difference between the controls and patients not presenting genetic risk factors. The
homozygous frequency for allele 4G of PAI-I (this allele is implicated in increased fibrinolysis
inhibitor) were higher in patients with genetic risk-factors than in the control groups.

Conclusion 6: Homozygosity for alleles 353R and -323PO of the gene for factor 111 or
4G of the PAI-I gene are additional risk factors in individuals who already present genetic

risk factors for deep venous thrombosis.
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