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RESUMO

As doencas tromboticas constituem um sério problema de saude publica.
Diversas desordens hereditarias e ambientais, que afetam o sistema fisioldgico
anticoagulante, estdo atualmente estabelecidas como fatores de risco para a
ocorréncia do evento trombdtico. Dentre os fatores hereditarios, as mutacdes
G1691A do gene do fator V e G20210A do gene da protrombina sdo os mais
freqUentes. A associagao entre estas alteragcdes genéticas e a ocorréncia de eventos
tromboticos desencadeou o desenvolvimento de diversas pesquisas. Neste estudo,
189 pacientes portadores de eventos trombdticos, atendidos no ambulatorio de
Hematologia do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara -
HEMOCE/SESA/UFC, foram analisados para a detecgao da presenca das mutagdes
G1691A do gene do fator V e G20210A do gene da protrombina. O grupo controle
consistiu de 349 voluntarios. A frequéncia encontrada na populacédo controle foi de
2% (7/349) para a mutacédo do fator V e 1,7% (6/349) para a mutacdo da
protrombina, enquanto que nos pacientes trombofilicos a frequéncia destas
mutacdes foi de 9% (17/189) e 2,1% (4/349), respectivamente. Dentre os fatores
hereditarios, apenas a mutacédo do fator V foi significante (p<0,001). Considerando
os fatores ambientais de risco, o tabaco, idade > 40 anos e sexo feminino
apresentaram significancia estatistica (p<0,001). Os riscos foram estimados em
analises pareadas e nao pareadas para o fator V de Leiden (4,8; 5,3; 9,8), tabaco
(17,6; 14,9; 33,3), idade idade > 40 anos (2) e sexo feminino (3,7 e 4,1). Os fatores
de risco para eventos trombaéticos no Ceara foram tabagismo, idade > 40 anos, sexo
feminino, e a mutagao G1691A do fator V.foram associados com o desenvolvimento

de trombose no estado do Ceara.

Palavras-chaves: Fator V Leiden, mutacao G20210A do gene da protrombina,
trombose




ABSTRACT

Thrombotic diseases are a serious problem for public health. Several hereditary and
environmental factors, that affect physiological anticoagulant system, have been
nowadays well established as risk factors for thrombosis. Among hereditary factor V
Leiden and prothrombin G20210A mutation are the most frequents. The association
between several modifications on factor V gene and prothrombin gene in the
development of thrombotic events has brought about future searches. In this study,
189 patients with thrombosis attended at the Hematology and Hemoterapy Center of
Ceara state -HEMOCE/ Brazil, were analyzed to find out the presence of factor V
Leiden and prothrombin G20210A mutation The control group was made up 349
healthy volunteers. In this study, the frequency found of factor V Leiden the control
population was of 2% (7/349) and in the patients was 9% (17/189) while the
frequency found of prothrombin G20210A mutation the control population was of
1,7% (6/349) and in the patients was 2,1% (4/189). Among hereditary factors only
factor V Leiden was significant statistic (p<0,001). Among environmental factors
studied, tabagism, age > 40 anos and femele were significant statistic (p<0,001). The
ODDS RATIO of the risk factors with significant statistic were factor V de Leiden (4,8;
5,3; 9,8), tabaco (17,6; 14,9; 33,3), age > 40 years old (2) and female (3,7 e 4,1). Our
results demonstrate that factor V Leiden, tabagism, age > 40 years old and female

were associated with development trombosis in Ceara.

Key words: factor V Leiden and prothrombin G20210A mutation, thrombosis.
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1 INTRODUGAO

As doengas tromboticas constituem um sério problema de saude publica.
Estima-se que o tromboembolismo venoso ocorre em cerca de uma a cada 1000
pessoas por ano, sendo considerada uma importante causa de morbidade e mortalidade
nas sociedades ocidentais (REZENDE, 1999; BARRACH, 2000). Acometem
especialmente, doentes hospitalizados expostos a situagdes de risco, entre os quais se
destacam os procedimentos cirurgicos abdominais, ortopédicos e ginecoldgicos.
(GILLUM, 1987; MAFFEI, 1987;ANDERSON et al., 1991; NORDSTROM et al., 1992;
SILVERSTEIN et al., 1998).

Pessoas que tém tendéncia aumentada para desenvolver trombose séao
denominadas trombofilicas. O termo trombofilia foi usado originalmente por Edberg, em
1965, para descrever a tendéncia a trombose venosa de uma familia norueguesa.
Atualmente ele é empregado para qualquer condigdo, adquirida ou genética, que se
associa a maior propensdo para tromboembolismo (D’AMICO, 2006). Alguns autores
utilizam o termo somente para %cientes com trombose atipica, baseando-se em
caracteristicas, tais como: evento em idade até 50 anos; recorréncia; historia familiar e
eventos em locais incomuns (LANE, 1996a; PRICE & RIDKER, 1997; LORENZI, 1999).

Trombose € a formagao de um coagulo fibrino-plaquetario no interior de um vaso
sanguineo. Ocorre quando ha alteracdo do mecanismo hemostatico vascular,
desenvolvendo-se pelo desequilibrio entre os processos pré-trombéticos e anti-
trombdticos. Alteracbes nas paredes dos vasos, do fluxo sanguineo e na composicao
dos constituintes do sangue séo os principais envolvidos na fisiopatologia da trombose.
Estes fatores sdo conhecidos como triade de Virchow (LEE 1998).

VIRCHOW, em 1800, definiu as bases da trombogénese, para a compreensao
do fendbmeno. Estabeleceu que a trombose é consequéncia da alteracdo de um ou mais
fatores relacionados a lesdo endotelial, a diminuicdo do fluxo venoso e a alteragdo da
composigdo do sangue. Considerando a possibilidade restrita de conhecimento da
época, particularmente sobre a composigéo bioquimica do sangue, o aspecto intuitivo

dessa afirmacéo foi espetacular (LEE 1998).
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A despeito da valiosa contribuicdo de VIRCHOW, atravessou-se um longo
periodo, durante o qual a trombose era considerada de causa predominantemente
desconhecida, ficando débvia a sua relagdo apenas em situagdes de risco bem definido.
N&o obstante, desde o comego do século XX, ja se presumia a participagao de fatores
genéticos quando ocorreram os primeiros relatos de familias com predisposicéao
aumentada para eventos trombaticos (LEE 1998).

Hoje se sabe que tromboses venosa e arterial tém etiopatogénese diferentes.
Isto se deve a constituicdo histoldgica de trés camadas, intima, média e adventicia, que
constituem o endotélio dos vasos e que tém disposicao e caracteristicas diferentes. Nas
veias, a disposicdo entre as camadas € menos nitida, tornando a parede vascular mais
fina e a luz do vaso mais ampla. O endotélio das veias diferencia também pela presenca
de valvulas semilunares. (ROBBINS E CONTRAN, 2005).

As valvulas semilunares das veias faciltam o acumulo de sangue em
determinada parte do corpo quando ndo existe a movimentacdo dos musculos
esqueléticos o que favorece a formacgao de trombo. A trombose venosa é representada,
principalmente, por trombose venosa profunda (TVP) que ocorre nas veias dos membros
inferiores. As complicagdes mais frequentes sdao a embolia pulmonar ou
tromboembolismo, principal recorréncia, e a sindrome pos-trombotica. (ROBBINS E
CONTRAN, 2005).

Entre as condigbes hereditarias para o desenvolvimento de trombose venosa,
estdo as mutagbes em genes que codificam proteinas relacionadas a coagulagéo:
deficiéncia das proteinas C e S; deficiéncia de antitrombina IlI; fator V de Leiden (FVL),
mutacdo no gene da protrombina. Fatores de risco ambientais como imobilidade,
neoplasias, varizes dos membros inferiores, idade, sexo, obesidade, traumatismo,
insuficiéncia cardiaca, também estao envolvidos. (ROBBINS E CONTRAN, 2005).

Na maioria dos casos, a trombose arterial esta relacionada, com o
desenvolvimento da aterosclerose. Segundo a OMS, aterosclerose € o resultado da
interacdo de fatores genéticos como a hiperhomocisteinemia relacionada ao
polimorfismo da metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR), hiperlipidemia, tabagismo,
hipertensao arterial e diabete, A atererosclerose se desenvolve nas artérias devido a

elasticidade nas camadas histolégicas que facilitam acumulo de substancias,
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principalmente de lipideos. Inicialmente as paredes dos vasos séo lesadas e expdéem o
subendotélio que proporciona a adesado, agregacdo e ativagao plaquetaria formando
trombos, os quais sdo compostos por massas coesas de plaquetas, com pequena
quantidade de fibrina e poucos eritrocitos e leucécitos. Dependendo do tamanho da
lesdo podera ocasionar a formacgéao de coagulo grande o suficiente para ocluir o lumen
vascular. (ROBBINS E CONTRAN, 2005).

Embora possa ser encontrada em qualquer artéria de grande calibre, a doenga
€ mais comum na aorta, especialmente na por¢cao abdominal, e nos seus ramos
principais, como artérias coronarias, carétidas, iliacas e femurais; além de mesentéricas
e renais, sendo representada principalmente por acidente vascular cerebral (AVC) e
infarto agudo do miocardio (IAM). (ROBBINS E CONTRAN, 2005).

Uma explanagdo dos fenOmenos descritos na cascata de coagulagcdo e das

trombofilias hereditarias e adquiridas sera descrito a seguir:

1.1 Fisiologia da Coagulagao

A hemostasia é o resultado de uma série de processos responsaveis pela
manutengcdo do sangue no estado liquido e livre de coagulos, formagdo do tampéo
hemostatico em caso de les&o vascular. Didaticamente, a hemostasia normal é dividida
em primaria, secundaria e terciaria ou fibrindlise (ROBBINS E CONTRAN, 2005).

Hemostasia Primaria

A hemostasia primaria € o passo inicial da coagulagdo. Quando o tecido
vascular € lesado, em um individuo normal, a coagulagdo é iniciada dentro de 20
segundos (LORENZI,1999). Primeiramente, ocorre a vasoconstricdo, uma resposta
imediata e transitéria permitindo a diminuicdo do fluxo sangiineo na area afetada e a
manutencado das células endotelias justapostas. As plaquetas formam imediatamente
um tampao plaquetario no local da lesdo, o tamp&o primario ou 'trombo branco™
COLMAN et al., 2006a; COLMAN et al., 2006b).

As plaquetas desenvolvem funcdo essencial no desencadeamento da
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hemostasia primaria, atravessando quatro etapas: adesdo, ativagdo, agregacgédo e
secrecao. (COLMAN et al., 2006a; COLMAN et al., 2006b).

Adesao plaquetaria é a fixagcao de plaquetas ao subendotélio, principalmente as
fibrilas do colageno. O processo é multifatorial e envolve receptores especificos tanto no
colageno quanto nas plaquetas, como o fator de von Willebrand (vVWF) ou fator VIII, e
possivelmente outras proteinas adesivas (Figura 1). O vVWF é essencial para que ocorra
a adesao das plaquetas e pode constituir um ligante inicial com o colageno, podendo
ligar-se a membrana plaquetaria por meio de dois receptores plaquetarios distintos:
GPIb (glicoproteina Ib), GPIIb/llla (gliciproteina GPIIb/llla) (COLMAN et al., 2006b)

As trés outras etapas através das quais as plaquetas desenvolvem a hemostasia
primaria ocorrem simultaneamente. A ligacdo do vVWF em receptores de membrana das
plaguetas ocasiona ativagdo e consequentes alteracbes morfolégicas e secregao de
substancias vasoativas e agregantes como por exemplo, adrenalina, fator de ativagao
plaquetaria, adenosina difosfato (ADP), serotonina, noradrenalina, produtos de oxidagéo
do acido aracddnico pela via cicloxigenase-PGH2 e seu produto - tromboxane A2
(TA2),potente agente agregrante. (FIGURA 1) (MONROE & HOFFMAN, 2006).

Matriz Subendotelial

- Células dle ai3

L ._.,I et
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Figura 1 - Contato entre as plaquetas e o endotélio danificado. Adesao, agregagéo plaquetaria e ativagéao
do mecanismo de coagulagdo.vWF- fator de von Willebrand; GP- glicoproteina; Fg- fibrinogénio
plaquetario; TF- fator tissular; CO-colageno; GAC-asp. Acido aspartico (aspartato).Retirada e modificada
de www.bentham.org/
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Hemostasia Secundaria

A hemostasia secundaria € uma sequéncia de reacgbes enzimaticas que
convertem um grupo de pro-enzimas plasmaticas em suas formas ativas. A enzima final
do processo é a trombina, que transforma o fibrinogénio soluvel em fibrina insoluvel, os
quais ao se formarem sobre o tamp&o plaquetario primario tornam-no mais resistente.
(BITHELL, 1998)

As pesquisas bioquimicas sobre a coagulagao comegaram no final do século IX
por Alexander Schimidt e Paul Morawitz. Os autores descobriram reagdes fundamentais
na formagéo do coagulo que incluiam ativagdo da protrombina e consequente formagéao
de trombina pela tromboplastina e a conversao do fibrinogénio em fibrina pela trombina
(NORRIS, 2003).

Em 1964 Mac Farlane & Davie Ratnoff propuseram a hipotese da cascata de
coagulacdo. No modelo, a coagulagdo do sangue ocorre por meio de uma ativagéo
proteolitica, resultando na formacdo de trombina que, entdo converte a molécula de
fibrinonogénio em fibrina. A hip6tese divide a coagulagdo em duas vias, extrinseca (via
do fator tissular) e intrinseca (via da ativagdo de contato), que convergem no ponto de
ativacao do fator X (LEE, 1998).

As enzimas que tém importancia essencial na coagulagdo do sangue e seus
precursores, 0s zimogénios, sdo membros da familia das serinoproteases. Nas reacdes
da cascata de coagulagdo, os zimogénios ou proteinas ainda ndo ativadas, séo
distinguidos na literatura, das enzimas proteoliticas pela auséncia da"’a’”, que aparece
no nome do fator a partir de sua ativagao. (MITROPOULUS et al., 1995)

A cascata de coagulacdo é formada por fatores da coagulagdo que sé&o
representados, em sua maioria, por algarismos romanos: fibrinogénio (fator I),
protrombina (fator II), fator tecidual (FT) ou tromboplastina (fator Ill), ion calcio (fator IV),
proacelerina ou fator Iabil (fator V), proconvertina (fator VII), fator anti-hemolitico (fator
VIIl), fator Christmas (fator 1X), fator Stuart —Prower (fator X), precursor da
tromboplastina plasmatica (fator Xl), fator de Hageman (fator XllI), fator estabilizador da
fibrina (fator XIII), fator de Fletcher (precalicreina) e cininogénio de alto peso molecular
(HMWK) (LORENZI, 1999)
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Nos ultimos 35 anos a pesquisa sobre a coagulagédo evoluiu muito e as primeiras
teorias foram modificadas. Atualmente, sdo aceitos que os mecanismos hemostaticos
estejam associados com trés complexos enzimaticos procoagulantes - tenase
extrinseco, tenase intrinseco e protrombinase - que envolvem serinoproteases
dependentes de vitamina K (fatores I, VII, IX, e X) associadas a cofatores (fatores V e
VIIl). Embora cada complexo vitamina K-dependente tenha substrato e sitio proteolitico
especificos, inicialmente eles sdo analogos com estruturas homélogas, consistindo de
uma serinoprotease, cofator, ions de calcio unidos a uma superficie de um fosfolipideo
(LEE 1998).

O principal evento regulado pelos complexos enzimaticos vitamina K-
dependentes sdo a conversdo do zimogénio em enzima ativa, ativagao proteolitica dos
procofatores em cofatores, no caso dos cofatores V e VIll e expressdao na membrana no
caso do fator tecidual ou trombomodulina. (BROZE, 1995)

Via Extrinseca

A via extrinseca da coagulacédo € desencadeada apds a exposigao do fator
tecidual, que é constituido por fosfolipideos e presente em muitas células do organismo,
tais como: células inflamatérias, do endotélio, fibroblastos, subjacentes ao endotélio,
queratindcitos, constitutivas do epitélio do trato gastrintestinal e respiratorio, células do
cérebro, musculares cardiacas e células dos glomérulos renais. As células tém sitios
que comportam fatores de coagulagao e ions Ca++ para que ocorra a interagcédo entre os
complexos procoagulantes. A contribuigio da membrana para a formacdo dos
complexos procoagulantes € necessaria, no entanto, 0 mecanismo através do qual isso
ocorre € pouco entendido, mas sabe-se que existe exposicdo a um agente que provoca
dano a membrana celular e assim suportara a formagéo de complexo (ROSENBERG &
AIRD, 1999).

Expresso, o fator tecidual ligar-se-a ao fator Vlla, que circula no plasma na sua
forma ativa em pequenas quantidades (1 a 2%). O produto da ligacédo é a ativagao dos
fatores X e IX. O fator Xa, inicialmente formado quando em contato com membrana

ativada, é capaz de transformar protrombina em quantidades infimas de trombina que
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acelerara a ativagdo de plaquetas, fator V e fator VIII (ROSENBERG & AIRD, 1999;
CROWTHER & KELTON, 2003).

O fator Xa entao se liga ao fator Va na superficie de membrana e este catalisa a
transformacéo da protrombina em trombina, sendo denominado complexo protrombinase
e € 300.000 vezes mais eficaz do que Xa isolado (O’'RIORDAN e HIGGINS, 2003).

Via Intrinseca

A via intrinseca consiste em um conjunto de proteinas presentes no plasma e
ativadas ao interagir com uma superficie com carga elétrica negativa. A via tem inicio
com a formagao do fator Xlla, que na presenga de cininogénio de alto peso molecular,
transforma o fator Xl em Xla, o qual transforma o fator IX em IXa. O fator 1Xa liga-se ao
seu cofator (fator Vllla), na presenca de Ca ** e de uma superficie lipidica adequada e
ativa o fator X em Xa (Figura 2) (CROWTHER & KELTON, 2003).
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Figura. 2 — Cascata da coagulagdo. Iniciada quando o sangue é exposto a uma superficie carregada
negativamente (via intrinseca) ou exposto ao fator tecidual (via extrinseca). www.sbacvsp.org.br
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Mecanismos Reguladores da Coagulagao

As reagdes de coagulagdo do sangue sao controladas por mecanismos
anticoagulantes que, em condi¢gbes normais, sobrepdem as procoagulantes, evitando
assim, a ativagao excessiva do sistema e consequente oclusdo de vasos. O sistema
anticoagulante é formado por um minimo de quatro proteinas plasmaticas: proteina C
(PC), proteina S (PS), antitrombina-lll (AT) e por uma proteina de membrana - a
trombomodulina. Existem trés principais tipos de diferentes processos anticoagulantes:
inibidor da via do fator tissular (TFPI), o da antitrombina e o sistema anticoagulante da
proteina C (SOLYMOSS, 2000; BLOOMENTHAL et al., 2002).

O TFPI esta presente em baixas concentragdes no plasma (aproximadamente
2,5 nmol/L) e apresenta trés dominios que se ligam ao complexo FT-FVlla e ao fator X,
limitando a producdo dos fatores Xa e IXa. E responsavel também por regular as
serinoproteases (GOUAULT-HEILMANN, 1999).

A antitrombina llI, inibidor primario da trombina, é o anticoagulante natural que
estd em maior quantidade no plasma (aproximadamente 3,5umol/L), inibindo a agéo
procoagulante das serinoproteases, preferencialmente as que estédo livres no plasma.
Tem sua atividade bem maior quando esta ligada a heparina ou ao sulfato de heparina,
que estdo presentes no endotélio. Inibe também o complexo FT-FVIla mas em menor
quantidade (ABRAMSON et al., 2001).

A proteina C é vitamina K-dependente e exerce seu poder anticoagulante
regulando a ativacdo dos FVllla e FVa, cofatores dos complexos tenase e
protrombinase. O sistema através do qual a proteina C é ativada, é envolvido por
diversas proteinas que processam a ativacao e atividade proteolitica, além da atividade
anticoagulante da proteina. A ativagao é catalisada pela superficie do endotélio vascular,
na qual a trombina esta ligada ao seu cofator trombomodulina (T-TM-EPCR) (FIGURA
3). A proteina C exerce seu poder anticoagulante sobre os cofatores Va e Vllla. Durante
a desativacao do cofator Vllla ela necessita de dois cofatores: o fator V intacto e a
proteina S (Figura 3) (DAHLBACK, 1994; ZOLLER e DAHLBACK, 1994; SORIA et al.,
2003).
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membrana

Figura 3: Sistema da proteina C ativada. A ligagdo da trombina (lla) ao receptor endotelial
trombomodulina (TM) modifica as propriedades da trombina, transformando-a em um potente
anticoagulante, por ativar a PC, que, juntamente com seu cofator (PS), inativa os fatores Vllla e Va,
suprimindo a génese de trombina. EPCR: “endothelial PC receptor” (receptor endotelial da PC).
Modificada de Franco 2001.

Fibrindlise

A fibrindlise € o mecanismo final que se contrapde ao processo da coagulagéo.
Ela é considerada o principal meio fisiolégico da degradagdo da fibrina e & de
fundamental importancia na dissolugdo ou solubilizagdo do coagulo de fibrina no
processo de cicatrizagdo de ferimentos e recanalizacdo dos vasos trombosados. No
sangue, a fibrindlise resulta da conversdo de uma enzima plasmatica inerte
(plasminogénio) em uma enzima proteolitica (plasmina), cujo principal papel fisiolégico é
degradar a fibrina. O processo de ativagao do plasminogénio em plasmina ocorre devido
aos ativadores do plasminogénio presentes na maioria dos tecidos normais e
neoplasicos: o ativador tecidual do plasminogénio (t-PA) e o ativador tipo uroquinase do
plasminogénio (u-PA) (LIST et al., 2000).

O t-PA é produzido pelas células endoteliais, sendo liberado apods a estimulagao
celular pela trombina. Apds sua liberagao, ele se liga a fibrina, na qual também esta
ligado o plasminogénio. Assim a fibrina atua como importante co-fator que permite a

ativacao eficiente do plasminogénio em plasmina. A plasmina cliva o fibrinogénio e/ou
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fibrina, gerando produtos de degradagdo de ambos que inibem a polimerizagao da
fibrina. O u-PA produzido por varios tipos celulares, incluindo células endoteliais, atua
nos tecidos onde tem importante funcdo de degradacdo da matriz extracelular,
permitindo a migragao celular (DOGGEN et al., 1999).

Na auséncia da fibrina, o t-PA é um ativador fraco do plasminogénio. Entretanto
quando ocorre a formacgéo de fibras e o t-PA e o plasminogénio se ligam, a atividade
catalitica do t-PA sobre o plasminogénio aumenta, resultando na producéo de plasmina,
a qual inicia a protedlise da fibrina. A fibrina parcialmente digerida apresenta maior
capacidade de ligagado ao u-PA, promovendo sua ativagao (LIST et al., 2000).

O sistema fibrinolitico € controlado por mecanismos regulatérios. A oc2-
antiplasmina € o inibidor direto da plasmina, além de interferir com a adsor¢cdo do
plasminogénio. A «2-macroglobulina € um inibidor de muitos componentes do sistema
fibrinolitico, porém inibe de maneira mais lenta a plasmina. t-PA e o u- PA. O inibidor do
plasminogénio tipo 1 (PAI-1) é o principal inibidor do t-PA e o u- PA, sendo produzido
principalmente por células endoteliais, adipécitos, e megacaridcitos. O TAFI (inibidor da
fibrindlise ativado pela trombina) reduz a fibrindlise por remover residuos de lisina da
fibrina. (DOGGEN et al., 1999).

1.2 Fatores de Risco para o Desenvolvimento de Trombose Venosa

Antitrombina (AT)

A ocorréncia de trombose venosa em individuos jovens ou pertencentes a
mesma familia, ja chamava a atengcdo de clinicos e cirurgibes ha muito tempo.
Entretanto, o reconhecimento de que alteragbes genéticas ou adquiridas da hemostasia
poderiam ser a causa desta manifestacao, foi reconhecido muito mais recentemente, e
novos fatores estdo sendo identificados (BERTINA, 1999). Atualmente, o indice de
fatores hereditarios associados a trombose venosa chega a 70% (BUCHANAN et al.,
2003).

A deficiéncia de AT foi a primeira alteragdo genética a ser reconhecida como
fator associado & ocorréncia de trombose venosa e foi descrita por Egeberb em 1965. E

o principal inibidor da coagulagéo, atuando especialmente contra a trombina e fator Xa
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em condicbes fisioldgicas. Provavelmente, a deficiéncia de AT é o mais grave dos
defeitos genéticos dentre os sistemas anticoagulantes, pois a maior parte dos individuos
afetados apresenta tromboembolismo até a idade de 50 anos, além de que os pacientes
heterozigotos apresentam tromboembolismo recorrente na segunda e terceira décadas
de vida e a homozigose tende a ser incompativel com a vida (BUCHANAN et al., 2003).

Muitas mutagdes do gene da AT foram descritas e as deficiéncias podem ser
classificadas em Tipo |, onde um dos alelos ndo é expresso, e do Tipo Il, em que uma
proteina anbmala é produzida (FRANCIS et al. 1998). A frequéncia da deficiéncia da
antitrombina na populacdo geral é de 1:2000 e em individuos com antecedente de
trombose € de 1% a 3% (BUCHANAN et al., 2003).b

Os progressos nessa linha de pesquisa foram lentos e, somente 16 anos mais
tarde, na década de 80, foram identificadas as deficiéncias das proteinas C e S
associadas a episoédios de TEV recorrente, completando o periodo de descricdo dos
chamados anticoagulantes naturais (GRIFFIN et al., 1981; COMP et al. ,1984). A
ocorréncia das deficiéncias destes anticoagulantes tem prevaléncia de cerca de 5% em
pacientes com doenca tromboembdlica e é relativamente rara (0,2% a 0,4%) em
individuos normais (BUCHHOLZ E THALER, 2003; NORRIS, 2003).

As trés desordens genéticas nas deficiéncias da AT, PC e PS sao transmitidas
por heranca autossémica dominante, no entanto, mais de 120 mutagdes ja foram
identificadas nos genes que codificam tais proteinas, o que torna inviavel a pesquisa
genética destas deficiéncias (BUCHANAN et al., 2003).

Apos a identificacdo da deficiéncia dos anticoagulantes naturais, ainda restaram
situacbes nao explicadas, uma vez que as alteragdes descritas eram encontradas em
apenas 10 a 15% dos quadros trombdticos (GLADSON et al., 1988; KOSTER et al.,
1995; MATEO et al., 1997). Bertina et al. (1994) e Poort et. al. (1996) na ultima década
trouxeram avangos importantes com a identificagdo de dois fatores de risco genético,
que sdo mais prevalentes na populagao geral, especialmente de origem caucasiana e
determinam pontos de resisténcia a agdo dos anticoagulantes naturais ou promovem

ganho de fungéo pro-trombdtica.
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Fator V de Leiden

O gene do fator V esta localizado no locus cromossémico 1g23. Tem mais que
80Kb sendo composto de 25 exons e 24 introns. O fator V € uma glicoproteina de 330
kDa cuja concentragao plasmatica é de, aproximadamente, 20 nmol/L. Embora muitas
células tenham sido citadas como sintetizadoras do fator V, é geralmente aceito que a
principal fonte de sintese seja o figado que o libera como uma cadeia molecular
simples. Nao se sabe se o0s megacariocitos produzem o fator V ou simplesmente
endocitam para serem liberadas pelas plaquetas quando estdo ativadas (TRACY et al.,,
1982; CHESNEY et al., 1981; CHIU et al., 1985).

O fator V tem na sua estrutura um dominio que é similar ao fator VIII (A1-A2-B-
A3-C1-C2). O dominio A do fator V e VIII ttm uma proteina ancestral comum; além
disso, os fatores V e VIII tém 40% da sequéncia dos seus dominios A e C idénticas. Os
trés dominios A estado dispostos em forma de tridangulo (FIGURA 4) (JENY et al., 1987;
GITSCHIER et al., 1984; CHURCH et al. 1984).

Figura. 4 — Representagdo esquematica da estrutura do fator V: a) fator V com seus dominios
A1,A2,A3,B,C1,C2 b) fator V ativado e sem o dominio B c) fator V inativado e sem o dominio A2. Gerry
A.F. Nicolaes, Bjérn Dahlback, 2002
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O fator V é ativado pela trombina ou FXa, quando sofre protedlise no R709,
R1018 e R1545 pela trombina, transforma-se em uma cadeia carboxi-terminal leve (A3-
C1-C2) e em uma cadeia amino-terminal pesada (A1 E A2), perdendo o dominio B e
ficando sendo compostos pelos dominios A1-A2-A3-C1-C2. (JENY et al., 1987).

A desativagao do fator V é realizada pela PC, através da qual sofre protedlise
em trés pontos: posicao Arg306, Arg506, e Arg679. A perda completa da atividade
procoagulante do FVa s6 acontece quando ocorre a protedlise na Arg306. A clivagem na
Arg506 ocorre geralmente quando a concentragao do fator V e da PC estdo baixos, e na
Arg679 é a menos importante de todas (NICOLAES et al., 2002; MANN et al., 1997,
2003).

Em 1993 foi relatado existéncia de duas formas de fator V no interior das
plaquetas, FV1 e FV2 os quais tém diferencas de peso e afinidade pela membrana
fosfolipidica; sendo que caracteristicas influenciam nas propriedades procoagulantes e
anticoagulantes do FV. O FV1 produz sete vezes mais trombina que o FV2 (VARADI et
al., 1996; ROSING et al., 1993).

O termo Fator V de Leiden refere-se a mutagao de ponto no nucleotidio 1691 no
exon 10, do gene do fator V, (FV:R506Q, Fator V-Leiden). A mutagcédo resulta na
substituicdo da argenina pela glutamina na posigao 506 da proteina. A mudanga em um
sitio de clivagem resulta na resisténcia a proteina C ativada e por sua vez na inativagéao
parcial do fator V ativado, provocando um estado de hipercoagulabilidade, aumentando
o risco de trombose (BERTINA et al., 1994).

A mutacao afeta um dos trés sitios do FVa reconhecido pela APC, o sitio R506 e
evita que a proteina C clive o local. A falta de clivagem no sitio R506 também contribui
para dificultar as clivagens posteriores R306 e R769. Consequentemente, pacientes com
FVL tém resisténcia para inativagdo do FVa (MANN et al., 1997; 2003).

A penetrancia incompleta de trombose em fendtipos de Fator V de Leiden, em
contraste com outras coagulopatias hereditarias, sugere que é necessaria associagao
com outros fatores hereditarios ou ambientais para que individuos venham a
desenvolver o evento trombodtico. Pessoas com FVL em heterozigose sao estimados
apenas 10% de probabilidade de vir a ter um evento durante a vida e mesmo em

homozigose € compativel com a vida, em contraste, por exemplo, com as deficiéncias de
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proteina C e S que em homozigose, causam purpura neonatal fulminante (BRANSON et
al., 1983; MAHASANDANA et al., 1990).

Pacientes com fator V de Leiden (FVL) geralmente estdo associados com
trombose venosa profunda (TVP) que se localiza nas veias dos membros inferiores ou
TVP associado com embolia pulmonar (EP), no entanto, o risco de desenvolver EP é
menor nos mutados para o fator V do que para os com a mutagdo G20210A do gene da
protrombina. A razdo para a selegao anatémica ainda nao é sabida (de MOERLOOSE et
al., 2000; BOUNAMEAUX, 2000). Com menor frequéncia do que os eventos anteriores o
FVL pode esta associado com tromboses superficiais ou de cérebro, visceras (figado,
rins), veias axilares; sendo ocorréncias mais comuns em pacientes com histéria de
estase venosa que pode ocorrer na gravidez, cirurgia, imobilizacdo, o uso de
anticoncepcional ou reposi¢cao hormonal. (RIDKER et al., 1998; TORMENE et al., 1999;
DE STEFANO et al., 1999).

Outras Alteragoes do Fator V

Fator V Hong Kong e Fator V Cambridge, Haplétipo HR2

Ao longo dos anos, muitos alelos variantes do FV foram descritos. Em 1998,
duas novas mutag¢des do FV, FV Hong Kong e FV Cambridge foram descobertas em
pacientes com trombose. Resultam na substituicdo da Arg na posi¢cao 306 da proteina,
em FV Hong Kong pela glicina (Gly) e em FV Cambridge pela treonina (Thr) (CHAN et
al., 1998; WILLIAMSON et al., 1998). Destas duas mutagdes, apenas o FV Cambridge
tem associagdo com resisténcia a proteina C e com eventos trombdéticos, no entanto,
ambas as anomalias genéticas associadas com outros fatores de risco genéticos ou
adquiridos, podem aumentar as probalidades de desenvolvimento de eventos
tromboticos (NORSTROM et al., 2002).

Um conjunto de 13 diferentes polimorfismos ao longo do gene do fator V,
denominado HR2 ou R2 foi recentemente descoberto. Sete destes ocasionam mudangas
de aminoacidos e mudam a funcao da proteina. Foi associado a eventos tromboticos e
resisténcia a proteina C (CASTOLDI et al., 2000; HOEKEMA et al., 2001).
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Protrombina

A protrombina é um zimogénio vitamina K-dependente que quando ativada
transforma-se em trombina (lla) sendo, assim, uma enzima chave da coagulagdo do
sangue. Ela é a mais abundante dos zimogénios que sdo vitamina K-dependentes e
circula no plasma numa concentragdo média de 1,4umol/L ou 100ug/ml. E produzida
primariamente no figado. Baixos niveis de expressao de protrombina foram encontradas
no cérebro, estbmago, intestino, utero, rim, baco (LEE 1998).

A mutacdo do gene da protrombina consiste na substituicdo da guanina pela
adenina no nucleotidio 20210 na regido 3’ ndo traduzida do gene da protrombina
(FIGURA 6). O gene é composto de 14 exons, 13 introns e esta localizado no
cromosssomo 11 proximo ao centrémero. A presenga da mutagdo esta associada com
elevados niveis de protrombina plasmatica (POORT et al,1996).

A mutagdo da protrombina tem freqiéncia de 6,2% em pacientes néao

selecionados e 18% com historico familiar de trombose. (POORT et al., 1996).
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Figura. 5 : Representacao esquematica do gene da protrombina e o local da mutagédo G20210A
Dahlback J, 2005
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1.3 Fatores de Risco para o Desenvolvimento de Trombose Arterial

Mutacdao Ala677—Val no gene da enzima metileno tetrahidrofolato redutase
(MTHFR)

A mutagdo Ala677—Val no gene da enzima metileno tetrahidrofolato redutase
leva a formagao da enzima metileno tetrahidrofolato redutase termolabil, que apresenta
apenas 50% de atividade, e sua deficiéncia leva ao aumento da homocisteina
plasmatica. A hiper-homocisteinemia plasmatica pode ser decorrente de condigdes
herdadas ou adquiridas. O nivel considerado como valor plasmatico normal é de 5 a
16uMol/L. Ela é considerada severa quando atinge niveis superiores a 100uMol/L,
moderada entre 25 e 100uMol/L e leve entre 16 e 24uMol/L (D’AMICO,2006).

A frequéncia da hiper-homocisteinemia secundaria a mutacdo da MTHFR, uma
heranca autossGmica recessiva, ocorre em 5% da populacado geral (BUCHANAN et al.,
2003). A frequéncia de homozigose para a mutagdo da MTHFR ¢é de 5% a 15% na
populagado geral. Em estudo na populagdo brasileira foi encontrada maior incidéncia de
homozigose em individuos caucasianos (10%) que em negros (1,45%) e indios (1,2%)
(ARRUDA et al., 1998). As causas mais comuns de hiper-homocisteinemia adquirida
incluem as deficiéncias de cobalamina, folato ou piridoxina, insuficiéncia renal, lupus
eritematoso sistémico e uso de drogas como metrotexato, anticonvulsivantes e 6xido
nitrico (BUCHANAN et al., 2003; D’AMICO, 2006).

A hiper-homocisteinemia €& considerada fator de risco para doenga
cerebrovascular, vascular periférica e coronariopatia, provavelmente por
comprometimento do tecido endotelial. Um aspecto relevante da mutagdo MTHFR na
reprodugcdo humana € sua interferéncia em gestacbes gemelares dizigéticas. Os
individuos homozigoticos C677T possuem 2,3 vezes menos chance de ter uma gestacao
gemelar (BUCHHOLZ, 2003).

Tabaco

O tabaco é originario do continente americano e no inicio do século XVI foi

introduzido comercialmente na Europa, tornando o habito de fumar uma das maiores



33

pandemias da histéria da humanidade apds a Revolugéo Industrial (KONNO et al, 2008).
Cerca de 4.720 mil elementos ja foram identificados na fumaga do cigarro, sendo muitos
farmacologicamente ativos, antigénicos, citotoxicos, carcinogénicos e mutagénicos
(tabela 1). Sua composi¢ao varia conforme o tipo de folha do tabaco utilizado na
manufatura, a regido onde foi plantada, as técnicas de processamento (BARBIERI et al,
1986). A fumaca do cigarro é composta por uma fase gasosa na qual estdo dispersos
materiais particulados. Cerca de 90% dos componentes do peso total da fumacga estao
presentes na fase gasosa e 10 % sdo compostos pela fase particulada (HARRISSOM,
2001).

Salienta-se dentre os constituintes do cigarro a nicotina e o mondxido de
carbono como dois dos constituintes mais importantes do cigarrro no que concerne aos
maleficios provocados. A nicotina é reconhecida por da sua atividade psicoativa, efeitos
vasoconstrictores e estimulacdo do aumento das lipoproteinas de baixa densidade,
contribuindo para aumentar o risco de trombose, aterosclerose e infarto do miocardio
(HENNINGFIELD, 1998; GLANTZ et al, 1995 e 1996; U.S. SURGEON GENERAL,
1993). O mondxido de carbono se liga mais intensamente a hemoglobina do que
oxigénio formando a carboxihemoglobina o que provoca diminuigdo da distribuicdo de
oxigénio, e consequentemente, hipoxia (HARRISSOM, 2001, HOFFMAN et al., 1998).

O tabagismo € considerado pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) o
principal fator de risco de morte evitavel em todo o mundo. Ele € uma das principais
ameacgas a saude, e suas consequéncias negativas sdo conhecidas ha mais de 40 anos.
O uso do cigarro esta relacionado a varias doengas agudas e crbnicas. A literatura
pertinente ao tema é rica ao apontar as doengas associadas ao tabagismo revelando a
abrangéncia dos efeitos nocivos do uso do fumo (MINISTERIO DA SAUDE, 1997,
1998a, 1998b, 2000a, 2000b; ROSEMBERG, 1987). Os riscos individuais para
desenvolvimento destes maleficios decorrentes do uso do tabaco variam amplamente.
Os fatores que influenciam esses riscos incluem a duragao, a intensidade e o tipo de
exposicdo a fumaga; a susceptibiidade mediada geneticamente, exposi¢cdes
ocupacionais e ambientais, uso de medicamentos e presenca de doencas concomitantes
(HARISSOM, 2001).

Dentre os maleficios causados a saude sao citadas: as cardiopatias, acidentes
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vasculares cerebrais, doeng¢a pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), enfisema pulmonar
e neoplasias; e estes exemplos comprovam que o0 uso do tabaco estd associado a
morte prematura, a incapacidade fisica e a altos indices de morbidade e mortalidade
(OMS, 1997).

As cardiopatias e os acidentes vasculares cerebral estdo relacionados com o
desenvolvimento da placa aterosclerética. A génese do ateroma pode esta relacionado
com os produtos da combustdo do tabaco que causam dano endotelial, agregacao
plaquetaria, aumento das prostaglandinas, aumento do numero de leucdcitos, com
consequente aumento da viscosidade do sangue, ativagao do fator de Hageman (DOOL,
1992), aumento dos niveis de lipidios aterogénicos LDL (lipoproteina de baixa
densidade) e diminuigdo do HDL (lipoproteina de alta densidade) e VLDL (lipoproteina
de muito baixa densidade), elevagéo do inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1).
Os coagulos formados a partir do ateroma podem ficar presos em pequenas rachaduras
nas paredes endoteliais, o que fecha o vaso, ocasionando a trombose (FREEMAN e
PACKARD, 1995).

Tabela 1 : Constituintes da fumaga do cigarro

Substancia Efeito(s)

Fase Particulada

Icatrao Carcinogénico

Hidrocarbonetos aromaticos Carcinogénico

Nicotina Estimulante e depressor neuroenddcrino; droga de

dependéncia

Fenol Carcinogénico e irritante

Cresol Carcinogénico e irritante

B-naptilamina Carcinogénico

N-nitrosornicotina Carcinogénico

Benzol(a)pireno Carcinogénico

Tragos de metal (niquel, arsénio, Carcinogénicos

polénio)
Indol Acelerador de tumores
Carbazol Acelerador de tumores

Catecol Cocarcinogénico
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Fase Gasosa
Monéxido Carbono Prejudica o transporte e a utilizacao de oxigénio
Ciliotoxina e irritante
Acido hialurénico Ciliotoxina e irritante
Aldeido Ciliotoxina e irritante
Acroleina Ciliotoxina e irritante
Amobnia Ciliotoxina e irritante
Formaldeido Ciliotoxina e irritante
Oxidos de Nitrogénio Carcinogénico
Nitrosaminas Carcinogénico
Hidrazina Carcinogénico
Cloreto de Vinil

O tabagismo é o mais poderoso fator de risco para o desenvolvimento da
tromboangiite obliterante, ou Doenga de Buerger, uma enfermidade quase que exclusiva
dos fumantes, pois 99% dos doentes que sdo acometidos deste mal sdo fumantes A
doencga causa obstrugdo de vasos sanguineos nas extremidades do corpo (pés, pernas,
coxas), levando a necrose os tecidos, o que requer a amputagdo de tais membros.
Ressalta-se também que, por promover a obstrucdo dos vasos, o ato de fumar favorece
o surgimento de varizes precoces (HARISSOM, 2001).

Dentre todos os tipos de cancer, 30% s&o causados pelo tabaco. Dentre os
casos de cancer de pulmao, pelo menos 85% sao causados pelo fumo. Canceres da
cavidade oral, da faringe, da laringe e do eséfago tém estreita relagdo com o
tabagismo. Mesmo cénceres mais distantes da via de entrada da fumaca do cigarro,
como cancer de bexiga, dos rins e do pancreas, sdo mais comuns entre os fumantes do
que entre os ndo-fumantes. (SHOPLAND e BURNS, 1993, MINISTERIODA
SAUDE, 1996).

A exposicao prolongada dos brénquios a fumaga do cigarro inibe a capacidade
do pulmao para captar oxigénio, perda da elasticidade do tecido pulmonar, destrui¢ao
alveolar e provoca o conjunto de enfermidades denominado doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) do qual fazem parte a bronquite crbénica e enfisema

pulmonar. Esta sindrome ocorre, na maioria dos casos em pessoas viciados em tabaco
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sendo a quinta causa de morte no pais e afeta sete milhées de brasileiros (DORETTO,
2002).

Anticoncepcionais Orais (ACO)

Os efeitos dos estrégenos, principalmente no metabolismo lipidico, ténus
vasomotor e placa aterosclerdtica, associados ao fato da menor incidéncia de doenca
coronariana em mulheres antes do climatério, levaram a hipétese de um provavel efeito
vasoprotetor em relagdo a doencga aterosclerética coronariana, isquemia cerebral e
periférica. A terapia de reposi¢ao hormonal (TRH) passou a ser indicada também para a
prevencao primaria e secundaria dessas patologias. Estudos clinicos com um grande
numero de participantes foram iniciados, sendo interrompidos antes das datas previstas
devido ao elevado indice de complicacbes constatado. Assim, conclui-se que as
alteragbes da coagulagao resultantes da agédo dos estrogenos, aumentando a incidéncia
de tromboses arteriais e venosas, superam os postulados efeitos benéficos no nivel das
coronérias e no cérebro (TEEDE, 2002; ARAUJO et al.;1999).

O exato mecanismo através do qual os estrégenos atuam promovendo ativagao
da coagulagao ainda nao esta elucidado, no entanto, agdes sobre fatores da coagulagéo
foram observadas. Ocasionam aumentos progressivos dos fatores VIII, VII, IX e X;
diminuigdo dos anticoagulantes, proteinas C, S e antitrombina; diminuicdo da atividade
fibrinolitica; aumento da trombina e da fibrina (KOH et al. 1999; ROSENDAAL et al.,
2001 e 2002; HERRINGTON et al. 2001; HOIBRAATEN et al. 2001).

1.4 Importancia da Pesquisa dos Fatores Hereditarios

O conhecimento de fatores adquiridos e hereditarios envolvidos nas
desordens da hemostasia pode elucidar os mecanismos envolvidos no processo de
coagulacao e possiveis interferéncias dos mesmos em diversas doengas trombdticas de
tratamento ainda insatisfatorio. Devido a importancia clinica dos fenébmenos trombaticos,
a determinagdo de sua origem certamente fornecera aos profissionais de saude e a

pacientes, beneficios no que se refere a diagndstico, terapéutica e profilaxia. Pelo que
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foi apresentado, embora seja um tema muito estudado nos ultimos anos, restam ainda
varios aspectos que precisam ser elucidados, entre os quais, os reais beneficios da

confirmagao laboratorial das trombofilias para estratégias de profilaxia das tromboses.
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2 OBJETIVOS

Geral:

Verificar a influéncia de fatores hereditarios, socio-demograficos e ambientais
no desenvolvimento de eventos trombédticos em pacientes atendidos no
ambulatério de Hematologia do Centro de Hematologia e Hemoterapia do

Ceara — HEMOCE/HUWC referéncia em hematologia para o estado do Cear3;

Especificos:

Implantar a técnica para deteccédo da mutagdo do gene G20210A do gene da
protrombina no Laboratorio de Biologia Molecular — LABGEM,;

Determinar a frequéncia do fator V de Leiden e da mutacdo G20210A do gene
da protrombina em pacientes apresentando pelo menos um evento trombdtico,
atendidos no ambulatério de Hematologia do Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceara — HEMOCE/HUWC referéncia em hematologia para o
estado;

Verificar a associagédo de eventos trombadticos com a presenga do FV Leiden e
da mutacao da Protrombina;

Verificar os riscos da idade, do sexo, habito de fumar cigarro industrializado e
de anticoncepcionais orais (ACO) em desenvolvimento de eventos trombadticos
nos pacientes do HEMOCE/HUWC,;

Verificar os riscos dos fatores hereditarios, mutagcdo G1691A do gene do fator V
e mutacdo G20210A do gene da protrombina para o desenvolvimento de
trombose nos pacientes do HEMOCE/HUWC.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo do tipo caso-controle, sendo incluidos 189 pacientes
atendidos no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC)/Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceara (HEMOCE), entre dezembro de 2000 e dezembro de 2006.

Foram usados como critérios de inclusdo: (1) diagnéstico de trombose, (2) ter
idade inferior a 50 anos (idade limite do primeiro evento), (3) ndo apresentar diagnéstico
de lupus eritematoso sistémico e/ou sindrome do anticorpo fosfolipidicos (SAAF), (4)
nao apresentar diagnostico de neoplasia maligna, (5) ndo ser parente de primeiro ou
segundo grau de outro paciente do grupo em estudo.

O grupo controle incluiu doadores de sangue do HEMOCE e voluntarios sem
historia de trombose. Como critérios de exclusdo foram considerados: historico familiar
de trombose, ser parente de paciente incluido no estudo.

Os pacientes e individuos da populagcdo controle, assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido e responderam ao questionario que identificava idade,
sexo, etnia, bem como se fazia uso do tabaco e do anticoncepcional oral (ACO). Foram
considerados usuarios de tabaco aqueles que fumavam pelo menos trés cigarros por
dia e do ACO aqueles que faziam uso durante a ocorréncia do evento ha mais de trés
meses.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Complexo

Hospitalar da Universidade Federal do Ceara, segundo o protocolo N° 039.06.01.

Processamento do sangue

Foram coletados 5 mL de sangue em tubo contendo K3 EDTA (15%) 0,34M. O
DNA gendmico foi extraido dos leucdcitos (buffy-coat), utilizando tampao TKM — 1
(10mM Tris-HCI; 10mM KCI; 10mM MgClI2; 2mM de EDTA), TKM - 2 (10mM Tris-HCI,
10mM KCI, 10mM MgCl,, 0,4M NaCl, 2mM EDTA) e SDS 10%, seguido da adigdo de
NaCl 5M e alcool absoluto para precipitacdo do DNA. Depois de precipitado, o DNA foi

lavado com alcool a 70%, ressuspendido em &gua estéril, submetido a corrida
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eletroforética a 1%, para verificar a qualidade da extragao e armazenado em freezer a —

14°C até sua utilizagao.

Analise genética

A presencga das mutagdes G1691A do gene do fator V e G20210A do gene da
protrombina foram detectadas através da Reacdo em Cadeia da Polimerase -
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restrigdo - Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP)

Fator V de Leiden

A PCR foi realizado utilizando-se 200ng de iniciadores (FV1 -
CTTAAGGAAATGCCCCATTA 3 e FV2 - 5 CCATGCTTAACAAGACCA 3’) para a
regiao do exon 10 do gene do fator V, cuja sequéncia foi descrita por Bertina (1994); 0,6
mM de desoxinucleotideos; 2,5U de Taqg DNA Polimerase (Pharmacia®); 200ng de
DNA . As condi¢des de realizacdo da PCR foram: desnaturacao inicial a 94°C por 1
minuto, desnaturagdo a 94°C por 40 segundos; anelamento a 52°C por 40 segundos;
elongamento a 72°C por 1 minuto; elongamento final a 72°C por 10 minutos com 30
ciclos de repeticdo, produzindo fragmentos de 220 pb. Apds a verificagdo do sucesso
da amplificacao, foi realizada a restricdo, utilizando a enzima Mnll, capaz de clivar os
produtos de PCR amplificado produzindo trés fragmentos de 116pb, 37pb e 67pb em
individuos sem a mutacgao. A presenca de mutacao foi detectada pela perda de um dos
sitios de restricdo, produzindo nos individuos homozigotos apenas dois fragmentos de
153pb e 67pb. Os individuos heterozigotos apresentam quatro fragmentos 37pb, 67pb,
116pb e 153pb (FIGURA 6 e 7).
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Mutagdo G—A no exon 10 do gene do fator V (FV de Leiden)

R R

|
|

Alelo 1691G
Normal
Frag.116pb Frag.37pb  Frag.67pb
R
atb l c

= »Ve—>» DNA

—“*
Alelo 1691A
Mutado

Frag.153pb Frag.67pb

Figura 6 - Esquema ilustrando a perda do sitio de restrigdo da enzima Mnll em consequéncia da mutagao

de ponto do fator V Leiden.

@ Sitio de Restrigdo da Mnll
R Enzima de Restrigao Mnll

a, b, c: Fragmentos gerados pela agdo da enzima de restrigao

1691G, 1691G 1691A 1691A 1691G,1691A

Normal Homozigose Heterozigose

Figura 7: llustragdo esquematica da digestdo do fragmento de 220pb gerado pela PCR, apds digestao pela
enzima de restricdo Mnll
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Mutacao G20210A do gene da protrombina

A PCR foi realizado utilizando-se 200ng de iniciadores (PT-1:5-
TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3' e PT-2:5—- ATAGCACTGGGAGCATTGAA*GC - 3)
para a regiao nao traduzida do gene da protrombina, cuja sequéncia foi descrita por
Poort (1996); 0,6mM de desoxinucleotideos; 2,5U de Taq DNA Polimerase
(Pharmacia®); 200ng de DNA . As condicbes de realizagido da PCR foram:
desnaturacdo inicial a 94°C por 7 minutos; desnaturacdo a 94°C por 1 minuto;
anelamento a 57°C por 1 minuto; elongamento a 72°C por 1 minuto; elongamento final
a 72°C por 10 minutos com 30 ciclos de repeti¢cao, produzindo fragmentos de 345 pb.
Apos a verificagdo do sucesso da amplificagcédo, foi realizada a restrigcdo, utilizando a
enzima Hind Ill, capaz de clivar os produtos de PCR amplificado produzindo fragmentos

de 322pb e de 23pb, quando existe a presenga da mutagao. (Figura 8)

Mutacdao G—A na Regidao nao Traduzida do Gene da Protrombina

Alelo 20210G DNA
Normal
Frag.345pb
R
a b
< >t—> DNA
Mutado
Frag. 322pb Frag.23pb

Figura 8 . Esquema ilustrando o sitio de restricdo da enzima Hind Ill em consequéncia da mutagdo de ponto
do gene da protrombina.

@ Sitio de Restricao da Hindlll

R Enzima de Restrigdo Hind Il

a, b: Fragmentos gerados pela agao da enzima de restrigao

A visualizagdo dos fragmentos de PCR e restricdo de ambas as mutagdes

foram feitos em gel de poliacrilamida a 6%, corado pela prata e utilizando um padrao de
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peso molecular de 100pb.

Analise Estatistica

Foi realizado um estudo caso controle em grupos definidos como pacientes
trombofilicos e populagdo controle. O Teste Exato de Fisher verificou as possiveis
distribuicbes dos fatores de risco para o desenvolvimento de eventos trombdticos e
permitiu fazer comparagdes entre os grupos designando as caracteristicas significativas,
quando encontrado p < 0,05. A partir dai os ODDS RATIO (OR) foram estimados em
analise univariada.

A Regressao Logistica foi utilizada para calculo de ODDS RATIO (OR) na

analise multivariada em fatores de risco significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Eventos Trombédticos

Foram estudados 189 pacientes com diagndstico de trombose venosa profunda
(TVP), embolia pulmonar (EP), infarto agudo do miocardio (IAM), trombose da veia da
retina (TVR), trombose da veia mesentérica (TVM), trombose portal (TP), trombose renal
(TR) e acidente vascular cerebral (AVC) isquémico. O diagnéstico por imagem foi
realizado através de ultrason e/ou tomografia, ecografia com Doppler, arteriografia,
tomografia, ressonancia magnética.

A distribuicdo dos eventos trombodticos destes pacientes estd sumarizada na
Tabela 2. A maioria dos pacientes foi diagnosticada com TVP, sendo 93,1% (136/146)
em membros inferiores e 6,9% (10/146) em membros superiores. Acidente vascular
cerebral foi o segundo evento mais frequente AVC, enquanto que os outros eventos
tromboticos foram raros.

Quanto a recorréncia de eventos trombdticos, apenas pacientes com TVP e AVC
foram acometidos, sendo 32,9% (48/146) e 23,1% (6/26), respectivamente.



Tabela 2: Representacao dos eventos trombodticos em pacientes trombofilicos
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PACIENTES
TROMBOFILICOS
N° (%)
TVP (Trombose Venosa Profunda) 98 (52,0)
TVP Recorrente  TVP-TVP 33 (17,5)
TVP-AVC 05 (2,6)
TVP-EP 09 (4,8)
TVP-IAM 01 (0,5)
Total 146 (77,4)
AVC (Acidente Vascular Cerebral) 20 (10,6)
AVC-AVC Recorrente 06 (3,2)
Total 26 (13,8)
EP (Embolia Pulmonar) 04 (2,1)
IAM (Infarto Agudo do Miocardio) 03 (1,6)
TP (Trombose Portal) 02 (1,0)
TVM (Trombose da Veia Mesentérica) 04 (2,1)
TVR (Trombose da veia da Retina) 02 (1,0)
TR (Trombose Renal) 02 (1,0)
Total 189 (100,0)

4.2 Pacientes e Populagao — Caracteristicas Epidemiolégicas

Quanto ao género, 143 (75,7%) era feminino e 46 (24,3%) masculino (Grafico 1).

Na populagéo controle estudada, (n=349), a distribuicdo dos sexos masculino e feminino
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foi semelhante (Gréfico 2). Entre os dois grupos, pacientes e populagao, houve diferenga
significativa (p<0,001) e o sexo feminino apresentou risco para o desenvolvimento de

eventos tromboticos. As analises de ODDS RATIO para a caracteristica estdo descritas
na tabela 5.

23,4%

Ofeminino

Il masculino

75,7%

Grafico 1- Distribuigdo dos pacientes quanto

ao género

54,7% O feminino
45,3% Il masculino

Grafico 2- Distribuigdo do grupo controle quanto ao género
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Considerando os pacientes que desenvolveram TVP (146) e recorréncia de TVP
(33), pacientes do sexo feminino foram mais frequentes com 81% (118) e 94% (31),
respectivamente.

Os graficos 3 e 4 indicam as faixas etarias dos pacientes e da populagao
controle. A idade dos pacientes correspondeu a idade da ocorréncia do primeiro evento
trombotico e variou de 7 a 50 anos. A faixa etaria entre 20 e 39 anos foi predominante,
com 60,8% (115/189), seguida por de 25,4% (48/189) entre 40 e 50 anos. No grupo
controle, a idade variou de 14 a 50 anos e houve predominio da faixa etaria de 20 a 29
anos com 45% (157/349), sendo as demais faixas etarias representadas com
porcentagens muito inferiores. Entre os de faixas etarias, houve diferenga significativa
(p<0,001), sendo a idade = 40 anos risco para o desenvolvimento de eventos
trombdticos. As analises de ODDS RATIO para a caracteristica estdo descritas na tabela
5.

29,6

254 m7a19
m20a29
O30a39
bO40a50

13,8

Grafico 3: Distribuigdo dos pacientes de acordo com a faixa

R

m14a19
m20a29
O30a39
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18,1
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Gréfico 4-Distribuigdo do grupo controle quanto a

faixa etaria
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Quanto a cor, os pacientes ficaram assim distribuidos: 51,9% (98/189) eram pardos, €
45% (85/189), eram brancos. Houve também predominio da cor parda no grupo controle, sendo

gue a cor negra teve freqiéncia baixa em ambos os grupos (Graficos 5 e 6).

3,1%
O parda

150% @ N ED51.9%  meens

Onegra

Grafico 5- Distribuigdo dos pacientes quanto

a cor

25.5% 2:6%

O parda
e W branca

71 ’9% Onegra

Grafico 6- Distribuicdo do grupo controle quanto a

cor
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Quanto aos fatores de risco ambiental, a frequéncia do uso do tabaco em
pacientes (20,1%) foi superior a da populacéo controle (1,4%) como mostra o Grafico 7.
Entre os dois grupos, pacientes e populagdo, houve diferenca significativa (p<0,001),
sendo o uso do tabaco fator de risco para o desenvolvimento de eventos trombdticos. As

analises de ODDS RATIO para a caracteristica estdo descritas na tabela 5.
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Uso de Tabaco

@ sim @ nao

Grafico 7-Distribuicdo da freqiéncia do uso do

tabaco nos pacientes e no grupo controle

Nas mulheres foi verificado que as frequéncias do uso de ACO no grupo de
pacientes e populagéo foram semelhantes, 61,5% (88/143) e 58,9% (93/158) (Gréfico 8).
Entre os dois grupos, pacientes e populagdo, ndao houve diferenga significativa
(p=0,640).
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Grafico 8- Distribuigdo da freqiéncia do uso do

ACO nas pacientes e no grupo controle
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4.3 Pacientes e Populagao Controle — Mutagoes

O fator V de Leiden foi encontrado em 9,0% (17/189) dos pacientes com
trombose e em 2,0% (7/349) nos individuos da populagdo controle. Todos foram
portadores da mutacdo em heterozigose. Houve diferenca estatisticamente significante
entre os dois grupos, pacientes e populagao, (p<0,0,01). (Graficos 9 e 10). As analises
de ODDS RATIO para a caracteristica estdo descritas na tabela 5.

9%

91%

Grafico 9: Distribuicdo dos pacientes

quanto a presenga da mutagao do FVL

2%
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Gréfico 10: Distribuigdo do grupo controle quanto

a presenga do FVL
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A mutagao da protrombina foi encontrada em 2,1% (4/189) dos pacientes, sendo
um homozigoto e trés heterozigotos e em 1,7% (6/349) dos individuos da populagao
controle, todos portadores da mutacdo em heterozigose. Nao foi encontrada diferenca

estatisticamente significante entre os dois grupos (p=0,747). (Grafico 11 e 12)

2,1%

97,9%

Grafico 11: Frequéncia da mutagéo do

fator Il nos pacientes com trombose

1,7%

98,3%

Gréfico 12: Frequéncia da mutacao do fator Il  na

populagao controle

Em relagdo a concomitancia do FVL e da mutagcdo do gene da protrombina,
apenas um homem de 26 anos, pardo, da populagao controle foi portador de ambas as

mutacgdes.
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4.4 Caracteristicas dos Pacientes Mutados

A tabela 3 mostra os eventos trombadticos dos portadores da mutagéo do fator V
e da protrombina. Observa-se que dentre os pacientes os mutados para o fator V, 82,3%
(14/17) desenvolveram TVP. Trés dos 4 portadores da mutagdo da protrombina
desenvolveram TVP. De todos os pacientes que desenvolveram TVP (146), 17 (11,6%)
apresentaram pelo menos um tipo de fator hereditario associado, sendo 14/146 (9,5%)
portadores do FVL e 3/4 da mutagdo da protrombina. Apesar de AVC ser o segundo
evento mais frequente, nenhuma mutagao foi relacionada com o seu desenvolvimento.

Em relagcdo aos pacientes que apresentaram episddios de recorréncias (n=54),
7 (13%) apresentaram pelo menos um fator de risco hereditario associado.
Considerando o numero total dentre os pacientes com TVP recorrente (n=48), 7 (14,6%)
eram portadores de pelo menos um fator hereditario, sendo 6/48 (12,5%) portadores do
FVL e 2,0% (1/48) portador da mutagéo da protrombina. Dentre os pacientes portadores
do FVL 35,3% (6/17) sofreram recorréncia (Tabela 3).

Tabela 3: Representacdo dos eventos trombodticos relacionados com as mutagdes do

fator V e da protrombina

Pacientes Trombofilicos

DIAGNOSTICO
Fator V(%) | Protrombina (%) | Total

TVP (Trombose Venosa Profunda) 8/98 (8,2) 2/98 (2) 10
TVP/EP 1/9 (11,1) - 01
TVP/TVP 5/33 (15,1) 1/33 (3) 06
TM (Trombose Mesentérica) 1/4 (25) - 01
TO (Trombose da Veia da Retina) 1/2 (50) - 01
IAM (Infarto Agudo do Miocardio) 1/3 (33,3) - 01
Trombose Renal - 1/2 (50) 01

Total 17 04 21




53

A tabela 4 mostra as caracteristicas dos pacientes que desenvolveram trombose
e populacdo controle que sédo portadores das mutagdes do fator V e protrombina. .
Dentre os pacientes mutados para o fator V, foi observado predominancia do sexo
feminino, estando representado por 70,6% (12/17). Os mutados do sexo masculino
apresentaram apenas 29,4% (5/17). A faixa etaria mais frequente foi entre 30 e 39 anos
com 8 (47,1%). Em relagdo a cor, a parda foi predominante sendo representada por
58,8% (10/17). Nao foi observada a mutagdo em negros. Apenas 6/17 (35,3%) eram
tabagistas. Dos 7 individuos da populagao controle portadores da mutagao do fator V,
57,1% (4/7) eram do sexo masculino e 42,9% (3/7) do sexo feminino. A cor
predominante foi a parda com 71,4% (5/7). Nenhum dos individuos sadios mutados para
o fator V faziam uso de tabaco.

A mutacido da protrombina em pacientes com trombose foi mais frequente em
mulheres 75% (3/4), e dentre as mutadas todas faziam uso de ACO na época do evento
trombotico. A heterozigose foi prevalente, ocorrendo apenas um homozigoto do sexo
feminino. A cor parda foi predominante, com 3/4 dos mutados e a maioria (2/4) tinha
entre 20 e 29 anos. Dos individuos da populagdo controle portadores da mutacédo da
protrombina, 4 eram do sexo masculino e 2 do sexo feminino, todos eram pardos
(Tabela 4).
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Tabela 4: Representacdo das caracteristicas dos pacientes e populagdo controle

portadores das mutagdes do fator V e da protrombina.

Mutados Fator V Mutados Protrombina
Caracteristicas Pacientes (n=17) Populagao Pacientes Populagao
(n=7) (n=4) (n=6)
Idade do evento
(anos)
12a19 4 (23,5%) _ 1 (25%) _
20a29 5(29,4%) _ 2 (50%) _
30a39 8 (47,1%) _ 1 (25%) _
40 a 50 _ _ _ _
Cor
Parda 10 (58,8%) 5(71,4%) 3 (75%) 6 (100%)
Branca 7 (41,2%) 2 (28,6%) 1 (25%) 0 (0,0%)
Negra 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Sexo
Masculino 5(29,4%) 4 (57,1%) 1 (25%) 4 (66,6%)
Feminino 12 (70,6%) 3 (42,9%) 3 (75%) 2 (33,3%)
ACO 8/12 (66,7%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 1/2 (50%)
Tabagismo 6 (35,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

4.5 Estudo Caso-controle

Os dados foram analisados com e sem pareamento. O grupo néo pareado foi
constituido por todos os individuos da populagao controle e pacientes (n=538).

O pareamento foi feito com 97 pacientes e 97 individuos da populacédo controle,
selecionados de acordo com caracteristicas comuns como, uso de ACO, idade, sendo
com um intervalo de 2 anos para mais ou para menos. Neste grupo estéo incluidos todos
os mutados tanto para o FVL quanto para a protrombina.

Na Tabela 5 estdo sumarizados os fatores de riscos que influenciaram no
desenvolvimento de eventos tromboticos, representados pelas analises univariada,

multivariada e pareados. As anadlises foram realizadas independentemente do tipo de
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trombose ou sua localizagao, sendo considerados apenas os dois grupos, pacientes e

populacéo.

Tabela 5: Analise univariada e multivariada do estudo caso-controle

*pareados para ACO e idade.

FATORES NAO PAREADOS PAREADOS*
(n=358) (n=194)
DE
UNIVARIADA MULTIVARIADA o

RISCO OR (IC 95%)) OR (IC 95%) OR (IC 95%)
Sexo Feminino 3,7 (2,3A5,6) 41(26a6,7) e
Idade > 40 anos 20(1,2a3,3) s e

Tabaco 17,3 (6,7 a 44,8) 14,9 (5,3 a 41,3) 33,3 (4,4 a 251,8)

Fator V de Leiden 48(1,9a11,9) 53(1,8a15,1) 9,8 (1,2a79,0)
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5 DISCUSSAO

As doencgas trombdticas constituem um grave problema de saude publica,
representando uma das causas mais comuns de morbidade e mortalidade nas
sociedades ocidentais, podendo ter etiopatologia multifatoriais onde fatores de risco
ambientais e hereditarios estao envolvidos em seu desenvolvimento. (DAHLBACK et al.
2008) Os hereditarios mais frequentes sédo o fator V de Leiden e a mutagao G20210A
do gene da protrombina, os quais variam de acordo com a etnia. Tal implicagao étnica é
de extrema importancia para a distribuicdo da frequéncia das mutagcdes nas diversas
amostras populacionais e explica as variagdes geograficas das doengas trombaticas.

O Brasil é formado por uma populagdo miscigenada, formada por europeus,
asiaticos, africanos bem como grupos indigenas e o Ceara possui formagao étnica
peculiar com populagdes asiaticas e africanas quase ausentes (ARRUDA et al. 1995).
Apesar de varios estudos terem sido realizados em outros paises, principalmente
europeus, relacionando a associagao entre mutacbes e o0 desenvolvimento de
trombose, no Brasil, as pesquisas na area estao restritas ao sudeste do pais, havendo
apenas um relato na regidao nordeste. Portanto, faz-se necessario o estudo das
frequéncias das mutagdes por regiao (ARRUDA et al., 1995, RAMOS et al. 2006,
RODRIGUES et al. 2004).

PACIENTES E POPULACAO - Fatores Epidemiolégicos, e Clinicos

Segundo os dados encontrados a TVP foi o evento trombdtico mais frequente no
estudo. No entanto, Giuntini et al. (1995) e Golin et al. (2002), afirmaram que a
incidéncia de TVP ¢ inferior a de IAM e AVC, sendo a terceira doenca trombdtica mais
comum. Os achados podem ser explicados devido ao curso subclinico da TVP, a qual
pode ser referenciada para centros ambulatoriais, como o HEMOCE, enquanto que os
outros eventos tromboticos aqui considerados, inclusive AVC e IAM, tém a necessidade
de atendimento de urgéncia e emergéncia, sendo referenciados para cardiologistas,

neurologistas, gastroenterologistas e oftalmologistas, especialistas nao disponiveis no
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centro estudado.

Bombeli et al. (2002) e Bontempo et al. (1997) encontraram freqiéncias de TVP
(53% e 66%) e AVC (9,2% e 10%) inferiores as do presente estudo (77,4% e 13,8%) e
frequéncias superiores das tromboses da veia mesentérica (4%), retina (12,3% e 7%),
porta (7,6%), além de 1AM (7%) e EP (31%).

Tromboembolismo venoso ou embolia pulmonar é a principal e mais grave
recorréncia consequéncia de TVP (ANDERSON et al., 1991). Os pacientes do estudo
com TVP recorreram com EP em 4,8%, sendo inferior a de outros autores os quais
encontraram de 13,1% a 45% de TVP que recorreu com EP (NIZANKOWSKA-
MONGILICKA 2003, JUN 2006, EHRENFORT 1999).

Quanto a distribuicdo dos pacientes pelo género, na amostra estudada, o sexo
feminino apresentou numero de participantes superior (75%) ao masculino e foi
estatisticamente mais susceptivel ao desenvolvimento de trombose, com um risco 3
vezes maior, tanto na analise univariada quanto na multivariada. Entretanto, o sexo por
si ndo € um fator de risco hereditario para tromboembolismo e, de modo geral, a
incidéncia do primeiro evento trombotico € igual entre homens e mulheres (ANDERSON
1991, NORDSTROM 1992, WHITE 2003). A frequéncia superior, em pacientes
trombofilicos do sexo feminino, € justificada por alguns autores, pela exposi¢ao a fatores
de risco como o uso de anticoncepcionais orais, alteragdes nas proteinas do sistema
anticoagulante em gestantes, além da terapia de reposicdo hormonal no climatério
(VANDENBROUCKE 1994; RINTELEN 1996; KUPFERMINC 1999; PAMPUS 2001;
PEVERILL, 2003).

O uso de anticoncepcionais orais aumenta significativamente o risco da
ocorréncia de eventos trombaéticos em mulheres. Ha relatos que o uso de ACO pode
estimular o sistema pré-coagulante, inibir o sistema anti-coagulante e estimular a
fibrindlise (LINDQVIST et al. 2002, BLOEMENKAMP et al, 1998). Do total de mulheres
analisadas com doencga trombotica, 88 (61,5%) fizeram uso de ACO. Portanto, existe
uma associacdo com o uso de ACO e o desenvolvimento de eventos trombéticos nas
pacientes estudadas.

A frequéncia de TVP e suas recorréncias foram maiores em mulheres, sendo

81% (118/146) e 94% (31/33), respectivamente. Alguns estudos prévios concordam que
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as mulheres tém recorréncia mais freqientes com um segundo ou mais eventos que os
homens. No entanto, Kyrle et al., 2004 e Baglin et al., 2004, encontraram 2,6 e 3,5 vezes
maior risco de recorréncia do primeiro evento trombdlico em homens do que em
mulheres (ANDERSON, 1991; NORDSTROM, 1992; WHITE, 2003).

Em relagédo a idade do primeiro evento, somente pacientes com primeiro evento
ocorrido anterior a 50 anos foram selecionados. Este critério foi utilizado por diversos
autores que visaram o estudo de fatores hereditarios associados a eventos trombaticos
e a consequiente exclusao de fatores ambientais como hipertensdo, diabetes, reposicéo
hormonal, traumas, cancer, hiperlipidemia, mais comuns a partir desta idade, os quais
sdo interferéncias ambientais para ocorréncia de eventos trombéticos (EHRENFORTH et
al., 1999, RUIZ-ARGUELLES et al., 2004, ALMAWI. et al., 2005).

A faixa etaria mais prevalente do primeiro evento dentre os que participaram do
estudo foi entre 20 e 39 anos (60,8%), concordante com o relatado por Alhenc-Gelas et
al. (1999) que encontraram a idade média de seus pacientes para o primeiro evento de
38,1 anos, caracterizando a ocorréncia da trombose em individuos jovens.

Pacientes com faixa etaria entre 40 e 50 anos desenvolveram 2 vezes mais
eventos tromboéticos. A idade mais avangada associada ao risco de evento trombético
corrobora com achados de autores como Glynn et al. (2005) que descreveram maiores
riscos de ocorrer AVC e tromboembolismo venoso em pacientes acima de 40 anos;
Ridcker et al. (1999) observaram que pacientes com idade igual ou superior a 60 anos
tiveram maior probabilidade de desenvolver trombose venosa e/ou arterial; Tsai et al.
(2002) concluiram que pacientes com idade igual ou superior a 80 anos desenvolveram
trombose mais freqlientemente do que aqueles entre 45 a 84 anos, 0 que caracteriza
que o risco de trombose aumenta com a idade.

Quanto aos fatores clinicos, encontrou-se que os pacientes fizeram maior uso do
tabaco (20,1%) do que a populagado controle (1,4%). Os produtos que constituem o
cigarro, como a nicotina, induzem estado pro-trombatico, através da ativagao plaquetaria
sendo associado com o desenvolvimento de trombose arterial (HIOKI et al., 2001). O
uso do tabaco foi o fator de risco mais relevante para a ocorréncia de trombose arterial
ou venosa, concordando com Hansson et al. (1999) e Reny at al. (2004) os quais ja

haviam constatado a influéncia do tabagismo no desenvolvimento de tais eventos.
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Contraditoriamente, alguns autores, nao encontraram associagdo entre tabagismo e
trombose (HEIT et al., 2000, GLYNN et al., 2005, TSAI et al., 2002, SUGIMURA et al.,
2006).

Fator V de Leiden e Mutagao G20210A da Protrombina

O fator V de Leiden foi descoberto por Bertina et al. (1994) na cidade de Leiden,
Holanda, dai sua denominacgado. Esta relacionado com a resisténcia da proteina C
ativada e é a causa mais comum de trombose venosa dentre os fatores hereditarios ja
descritos. Esta presente em 20% a 60% dos pacientes com historia pessoal ou familiar
de trombose venosa profunda (BERTINA et al., 1994; EHRENFORTH et al., 2004).

A mutagcdo G20210A do gene da protrombina € a segunda mais comum
alteracdo genética presente em pacientes trombofilicos e esta relacionada com o
aumento da protrombina circulante de aproximadamente 25% (Poort et al., 1996).

O fator V de Leiden e a mutacdo G20210A do gene da protrombina tém
aparecimento posterior a separagdo dos caucasodides e mongoldides e apresentam
idades estimadas, através de microssatélites e single nucleotide polymorphisms
(SNPs), em 23.270 anos para a protrombina e 21.340 anos para o FVL (ZIVELIN et al.,
1997, 1998 e 2006) Especula-se que o Oriente Médio seja o local de origem das
mutag¢des devido as elevadas prevaléncias em paises da regido. Assim o FVL esta
presente em 12% a 14% em arabes residentes em lIsrael, Jordania e Siria e a mutacao
da protrombina tem frequéncia de 6,7% em judeus da Arabia, 5,5% em judeus do norte
da Africa e 4% em judeus do Iraque, enquanto que freqiiéncias inferiores foram
encontradas em paises europeus, sugerindo, assim a origem monocéntrica das
mutagdes (ROSENDAAL et al., 1998; SELIGSOHN et al. 1997; IRANI-HAKIME et al.,
2000).

Segundo Lucotte e Mercier (2001) em estudo realizado em 6000 individuos
oriundos de 26 populagdes diferentes da Europa e paises vizinhos, o FVL tem origem na
Anatdlia (regido asiatica da Turquia) e se dispersou para a Europa Ocidental, via Grécia
e Europa Central, com a difusdo da agricultura no periodo Neolitico migraram com os

agricultores. Elas teriam migrado também para a india, Arabia Saudita, cidades da
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regidao do Mar Mediterraneo e norte da Africa (AKAR et al., 1997; CAVALLI-SFORZA,
1988 e 1993; DZIMIRI e MEYER 1996; GAREWAL et al., 1997). O fato explica a
variabilidade entre as frequéncias das mutagdes, as quais sao mais frequentes entre
caucasianos e menos frequentes ou ausentes em negros africanos, chineses, japoneses
e indios (REES, COX, CLEGG, 1995; RIDKER et al., 1997).

Ao longo dos séculos, o fator V de Leiden e a mutagdo da protrombina
sobreviveram a inumeras combinagdes genéticas entre as populagdes. O fato pode ser
resultado de um seletivo avango em portadores heterozigotos por oferecer grande
contribuicdo benéfica e de sobrevivéncia quando os recursos em atendimento de
urgéncia e emergéncia médica eram muito rudimentares. Elas protegiam seus
portadores em situagcdes graves que ocasionariam mortalidade ou morbidade como
infeccdes e hemorragias menstruais, pos-parto, intracranianas, cirurgicas e seguidas de
traumas. Uma segunda hipotese para a consagragao das duas mutagdes por tantos mil
anos se deve ao fato de que a frequéncia de eventos trombdéticos eram muito inferiores
aos encontrados hoje, ja que muitos fatores de risco ambientais para tal doenca, tais
como alimentagdo rica em lipideos, vida sedentaria, maior numero de cirurgias e
internamentos, uso de ACO e reposicdo hormonal, sdo resultado das mudancas no
estilo de vida moderna (LINDQVIST et al., 1998 e 2001; REES 1996; ZIVELIN et al.,
1997 e 1998; CORRAL et al., 2001; NICHOLS et al. ,1996; DONAHUE et al. ,2003).

O atual estudo encontrou 2,1 e 1,7% frequéncias do fator V de Leiden e mutagao
da protrombina respectivamente em individuos livre de trombose. Apesar de frequéncias
para as mutagoes G1691A do fator V e G20210A da protrombina no Brasil variarem de
0,0% a 2,0% e 0,6% a 6,1%, respectivamente; estudos realizados em Sao Paulo e Rio
de Janeiro encontraram frequéncias semelhantes ao estudo, mostrando que apesar de
colonizadores europeus terem vindo tanto para o sudeste quanto para o nordeste, os
grupos de japoneses e indios que colonizaram o sudeste e Ceara respectivamente,
diminuiram as freqiéncias de ambas as mutagdes nos estados (tabelas 6). Em estudos
realizados em paises da América, os resultados do atual estudo coincidiram com os dos
Estados Unidos, mas diferiram do Chile (tabela 6). Em paises europeus, o resultado do
estudo coincidiu com os da ltalia, Espanha quando se considerou a mutacéo do fator V e

com os da Alemanha, Suécia e Holanda, considerando a mutagdo da protrombina
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(tabela 6 e figura 9).

Figura 9: Representagéo geografica mundial do FV de Leiden e da mutagdo G20210A no gene da
protrormbina em pacientes (cor vermelha) e populagéo (cor azul) (dados contidos nas tabelas 5 e
6). www.colegiosaofrancisco.com.br
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Considerando o numero total de pacientes trombofilicos (189), foi encontrado
9% de frequéncia do FVL. De acordo com a tabela 7, os resultados deste estudo
coincidiram com outros realizados no Brasil, (Sdo Paulo - 8,5%) e América do Norte
(Estados Unidos - 9,5%), mas foi inferior ao estado de Pernambuco (13,6%) e superior
ao do Chile (5,4%). Comparando com paises europeus, apesar de terem frequéncias
variaveis de 3,8% a 30%, houve semelhanga com frequéncias encontradas na Suécia
(11,4%) (tabela 7 e figura 9).

Comprovadamente o FVL esta associado ao desenvolvimento de trombose
venosa, sendo encontrado em 20% a 40% dos casos. Estima-se que os portadores da
mutagdo em homozigose e aproximadamente 10% dos heterozigotos apresentarao pelo
menos um evento de TVP ao longo de suas vidas. (ARRUDA & FIGUEIREDO, 1997;
KUJOVICH & GOODNIGHT, 1999). Dentre os pacientes do estudo que desenvolveram
apenas TVP (146), 11,6% (17) portavam pelo menos um fator hereditario associado,

sendo que 9,5% portavam apenas o FVL. Dentre os pacientes com TVP recorrentes
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(48), 14,6% (7/48) eram portadores de pelo menos um fator de risco hereditario para
trombose, sendo que 12,5% (6/48) eram portadores do FVL. Os dados indicam uma
tendéncia dos pacientes que portaram o FVL de desenvolver TVP ou recorréncia,
corroborando com a literatura. (tabela 7)

Em relacdo ao desenvolvimento de trombose na veia da retina, apesar de
apenas 2 pacientes terem desenvolvido, um foi portador da mutagédo G1691A do fator V.
Outros autores encontraram o FVL em pacientes com trombose da retina com
frequéncia que variou de 2% e 11%, no entanto, salienta-se que a associagao é limitada
tendo em vista que o numero de pacientes utilizado na literatura foi muito superior ao
estudo. (DERMICI et al., 1999, HODGKINS et al., 1995, GRAHAM et al., 1996,
RAGUENES et al., 1996, LARSSON et al., 1997, LINNA et al., 1997, GOTTIEB et al.
1998, CIARDELLA et al., 1998 e TRAIPE et al., 2005). Os estudos sdo importantes para
o diagnéstico e prognéstico da trombose da veia da retina, visto que em adultos jovens
as causas nao sao elucidadas na maioria dos casos (FONG e SCHATZ 1993).

Pacientes com trombose da veia mesentérica, embora em pequena quantidade
(4), um apresentou a mutagédo do FV. Margaglione et al. (2001) e Amitrano et al. (2001)
estudaram a presenca do fator V de Leiden em pacientes com trombose mesentérica e
encontraram frequéncia da mutacdo em 5% e 75% respectivamente. No entanto nos
estudos o numero de pacientes foi muito superior ao nosso.

No que se refere ao risco, o FVL aumentou em 4 e 9 vezes, em analises dos ndo
pareados e pareados, respectivamente, as probabilidades de desenvolver eventos
tromboticos. De acordo com a tabela 7 os resultados foram semelhantes aos
encontrados por Palomo et al. (2005) e Hessner et al. (1999) e Alwawi et al. (2005) em
estudos realizados no Chile, Estados Unidos e Libano, mas foram inferiores aos
encontrados em outros paises da Europa, exceto Franca e Espanha (Tabela 6).

A frequéncia da mutacdo do gene da protrombina em pacientes com trombose
no estado do Ceara foi de 2%. O resultado foi inferior a outros estudos realizados no
Brasil, outros paises da América, norte da Europa e Asia, exceto Jap&o, que apresentou
frequéncia de 0,0% da mutagao (tabela 7 e figura 9). A historia da populagéo brasileira,
formada pela contribuicdo de grande numero de componentes étnicos, esta refletida na

diferenca de freqliéncia de mutagdes na populagao brasileira e pode ajudar a explicar
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Tabela 6: Representagao de freqliéncias das mutagdes do fator V e protrombina em populagdes diversas

regides do mundo.

Autor N FV (%) Fll (%) Populagéo
Rodrigues et al. 2004 134 2,2 0,7 Brasil (SP)
capital
Arruda et al. 1995 Ne 2,0 Ne Brasil (SP)
Campinas
Arruda et al. 1998 295 Ne 0,7 Brasil (SP)
Campinas
Arruda et al. 1999 296 0,7 0,7 Brasil (SP)
Campinas
Arruda et al. 1997 130 6,1 1,5 Brasil (SP)
Campinas
Gadelha et al. 2005 217 1,0 2,0 Rio de Janeiro (RJ)
Franco et al. 1998 148 NE 0,0 Brasil (AM)
amerindios
Franco et al. 1999 151 0,6 ne Brasil (AM)
amerindios
Palomo et al. 2005 160 1,3 2,5 Chile
Hessner et al. 1999 192 1,8 1,3 USA
Cattaneo et al. 1999 416 3,2 2,3 Italia — Milao
Martinelli et al. 1999 277 2,5 25 Italia — Milao
Martinelli et al. 1998 12 3,0 3,0 Italia — Milao
Cattaneo et al. 1999 351 2,6 2,6 Italia — Milao
(norte)
De Stefano et al. 1998 198 2,5%(0,5%) 25 Italia — Milao
De Stefano et al. 1998 559 2,9 2,5 Italia — Roma
(central)
Margaglione et al. 1998 850 5,1 4.6 Italia — Napoles e
Palermo
(sul)
Alhec-Gelas et al. 1999 398 3,5 2,8 Franga
Emmerich et al. 1997 398 3,8 2,8 Franga
Nizankowska-Mogilnicka 100 3,0 1,0 Polbnia
et al. 2003
Francés et al. 2006 498 2,0 53 Espanha
Ehrenforth et al. 1999 450 ne 2,0 Alemanha
Hillarp et al. 1997 281 2,8 1,8 Suécia
Cumming et al. 1997 161 4,3 1,3 Reino Unido
(Manchester)
Bowen et al. 1998 300 8,0 1,0 Reino Unido
(Cardiff)
Rosendaal et al. 1998 474 3,0 2,3 Holanda
Arsov et al. 2006 200 5,5 Ne Macedobnia
Djordievic et al. 2004 120 5,8 4,2 Sérvia (ER)
Alwawi et al. 2005 1353 9,7 2,7 Arabia Saudita
(Asia)
Salomon et al. 1999 336 3,9 54 Israel
Alwawi et al. 2005 697 13,8%(1%) 3,6 Libano
Jun et al. 2006 102 0,0 0,0 Japao
Franco et al. 1998 40 Ne 0,0 Japao
Franco et al. 1999 40 0,0 Ne Japao
Franco et al. 1998 97 0,0 Ne Africa

Ne — ndo encontrado
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Tabela 7: Representacdo de freqiéncias das mutagbes do fator V e protrombina em pacientes com
trombose em diversas regides do mundo.

Autor N FV (%) Fll (%) OR Populacéo
Rodrigues et al. 2004 42 4.8 16,7 2,2/26,6 Brasil (SP)
Capital
Arruda et al. 1995 Ne 20,0 Ne Ne Brasil (SP)
Campinas
Arruda et al. 1997 176 8,5 5,1 Ne Brasil (SP)
Campinas
Gadelha et al., 2005 26 8,0 23,0 6,0/21,0 Rio de Janeiro
(RJ)
Ramos et al. 2006 292 12,3(1) Ne Ne Brasil (PE)
Palomo et al. 2005 149 54 54 4,2/2,0 Chile
Hessner et al. 1999 330 9,5 3,2 4,5/2,4 USA
Cattaneo et al. 1999 118 18,3(2,9) 15,9 7,8/8,7 Italia - Milao
Martinelli et al. 1999 148 16,5 9,4 9,7/5,7 Italia — Mildao
Martinelli et al. 1998 120 13(5) 18,0 Ne Italia - Milao
Margaglione et al. 1998 348 18,9 14,9 Ne Italia — Napoles
e Palermo
Cattaneo et al. 1999 435 19,7 11,7 Ne Italia — Mildo
De Stefano et al. 1998 314 18,8 8,0 Ne Itdlia — Roma
De Stefano et al. 1998 72 55 8,3(2,8) Ne Italia - Milao
Alhec-Gelas et al. 1999 250 19,5 10,0 3,3/4,0 Franga
Emmerich et al. 1997 270 20,4 11,9 Ne Franga
Nizankowska-Mogilnicka 149 18,4(0,6) 4,0 6,9/3,2 Polbnia
et al. 2003
Francés et al. 2006 131 3,8 5,3 2,0/1,0 Espanha
Ehrenforth et al. 1999 263 Ne 11,4 Ne Alemanha
Hillarp et al. 1997 99 11,4 7,0 Ne Suécia
Cumming et al. 1997 194 14,9 57 Ne Reino Unido -
Manchester
Rosendaal et al. 1998 474 19,5 6,2 Ne Holanda
Simioni et al. 2000 251 16,3 10,0 Ne Holanda
Djordievic et al. 2004 175 29,3(0,6) 10,9(0,6) 6,6/2,8 Sérvia (ER)
Arsov et al. 2006 190 20(1,8) Ne Ne Macedonia
(ER)
Salomon et al. 1999 162 31,5(8,6) 16,7(1,8) 16,0/3,5 Israel
Alwawi et al. 2005 198 44,4(7,6) 18,7(0,5) 4,8/7,4 Libano
Jun et al. 2006 267 0,0 0,0 Ne Japéo

Ne — ndo encontrado

diferengas na prevaléncia de doengas trombadficas (ARRUDA et al, 1995).

Em relagdo a mutagdo da protrombina, ndo foi encontrada associagdo para o

desenvolvimento de eventos trombdticos, arterial ou venoso (p=0,747). Contrariamente
Salomon et al (1999), Nizankowska-mogilnicka et al (2003) e Pallomo et al (2005), em

estudos anteriores encontraram que a mutacédo da protrombina aumentou em 3,5; 2,3 e
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2,0 vezes as probabilidades de pacientes desenvolver eventos em tromboembdlicos
(Tabela 7).

No que concerne a presenca da mutacdo G20210A da protrombina segundo o
desenvolvimento de trombose venosa profunda, dentre os quatro pacientes portadores
da mutagao da protrombina, trés desenvolveram TVP e um sofreu recorréncia de TVP. A
frequéncia foi inferior ao de outros estudos da literatura que encontraram variagao de
5,1% a 19% em pacientes com unico evento de TVP e 17% a 19% e, pacientes com
TVP recorrentes (DE PAULA SABINO et al. 2007, MARTINELLI et al. 1998, PALOMO et
al, 2005, CATTANEO et al. 1999).

O numero de pacientes com trombose renal e a mutagdo da protrombina foi
baixa (1/2). Heller et al. (2000) encontraram 3,2% de pacientes com TR portadores da
mutacdo. Estudos caso-controle em pacientes com trombose renal sdo incomuns e o
resultado sugere a importancia de estudos adicionais em pacientes com tromboses
abdominais e fatores hereditarios.

Fatores hereditarios, tais como o FVL e a mutagdo do gene da protrombina,
raramente sdo associados com o desenvolvimento de tromboses arteriais, como AVC e
IAM. Os resultados do estudo corroboram com a afirmacdo e ndo apresenta nenhum
paciente mutado com acidente vascular cerebral e apenas um (1/3) individuo que
desenvolveu infarto agudo do miocardio e portador da mutacdo G1691A do fator V.
Estudos mostram que IAM e AVC foram relatados com a presenca destas mutacgodes.
Falik-Zaccai et al (2003), Rallids et al. (2003) e Domez et al. (2004) encontraram FVL em
pacientes com |IAM, numa frequéncia de 1,3% a 6,3%, enquanto que outros autores
citaram a presencga de 4,8% e 16% do FVL em estudos feitos com pacientes com AVC
(MARTINELLI et al., 1998; DE STEFANO et al., 1998; LUDEMANN et al., 1998;
RODRIGUES et al., 2004; HILLIER et al., 1998).



66

6 CONCLUSOES

Pelos dados apresentados no presente estudo, concluiu-se que:

1

7

O fator V de Leiden foi um fator hereditario freqiente nos pacientes (9%) com
doencgas trombdticas; enquanto que a frequéncia da mutacdo G20210A do gene da
protrombina em pacientes com trombose foi baixa, semelhante a da populagao

controle;

O risco estimado para o desenvolvimento de trombose em um individuo portador do
FV Leiden foi de 4 vezes na analise com os n&o pareados e 9 vezes na analise dos

pareados;

Existe uma tendéncia para o desenvolvimento da TVP nos individuos portadores do
FV Leiden, indicada pelo fato de que a grande maioria dos pacientes mutados para

o FV desenvolveram TVP;

A mutacdo da protrombina n&o foi fator de risco para o desenvolvimento de
trombose, no entanto, mais da metade dos pacientes mutados tiveram TVP (3/4),
indicando que a mutacdo, apresenta tendéncia para desenvolver o evento

trombotico;

As mutagdes do fator V e da protrombina podem estar relacionadas com o
desenvolvimento de tromboses abdominais e ocular, pois mesmo em pequena
quantidade de pacientes com eventos, pelo menos 1/4 deles tinham pelo menos
uma mutacao;

Existe associagao entre o uso de ACO e o desenvolvimento de trombose;

O tabagismo foi o fator ambiental que mais influenciou no desenvolvimento de
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trombose na populagéo estudada;

8 Individuos na faixa etaria igual ou acima de 40 anos possuem maior risco para o

desenvolvimento de trombose.
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ANEXO A - PERFIL ENCONTRADO DO PACIENTE TROMBOFILICO PORTADOR
DO FATOR V LEIDEN

PACIENTE |EVENTO IDADE SEXO |FATORDE RISCO

15 TVP 23 ANOS M

65 IAM 30 ANOS M FUMANTE

68 TVP 12 ANOS F ACO

71 TVP-R 35 ANOS M

72 TVP 25 ANOS F

74 TVP 26 ANOS F FUMANTE
ACO

81 TVP -R 32 ANOS F ACO
ACO

90 TVP 36 ANOS F FUMANTE

103 TVP 14 ANOS M

109 T OLHO 23 ANOS F ACO

111 TVP 32 ANOS F ACO

112 T MESENT. | 24 ANOS F FUMANTE

128 TVP-R |33 ANOS F

132 TVP 39 ANOS M

133 TVP + EP | 39 ANOS F ACO

155 TVP -R 18 ANOS F FUMANTE
ACO

175 TVP-R 19 ANOS F FUMANTE
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ANEXO B - PERFIL ENCONTRADO DO PACIENTE TROMBOFILICO PORTADOR
DA MUTAGAO G20210A DA PROTROMBINA

PACIENTE [EVENTO |IDADE SEXO |FATORDE RISCO
19 TVP 18 ANOS M
23 TVP-TVP | 32 ANOS F ACO
34 TVP 27 ANOS F ACO
84 TRenal | 27 ANOS F ACO
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ANEXO C- FICHA DE PACIENTE

Data: / / N°
Nome:
DADOS

Prontuario: Procedéncia: Naturalidade

Telefone (contato):

Endereco:

Idade Nasc I/ Cor ascendéncia

Grau de instrucao Profissao

Habitos: [ ] Frutas [ ]Verduras verdes

[ ]Tabagista Tipo Frequéncia Na gravidez Fum. passivo [ ]

[ ]Alcool Tipo Frequéncia Na gravidez

TERAPIA ESTROGENICA
Sim[ ]Nao[ ] Jausoul ]

Contraceptivos [ ] Reposigdo[ ] Quanto tempo Tipo

HISTORIA PREVIA.

Historia anterior de trombose [ ] ndo [ ] sim. N° de eventos idade data_ /|
TVP[ ] N° de eventos idade data_ /|
AVC [ ] N° de eventos idade data_ /[
Enfarto[ ] N° de eventos idade data_ /[
Aborto [ ] N° de eventos idade data_ /|

HISTORIA FAMILIAR
Familiares com histéria de eventos trombdticos [ ] aborto[ ] complicagdes na gravidez[ ]
[ 1Avb Materno [ ] Paterno [ ]Avo materna [ ]Paterna [ ]Mae [ 1Pai [ ]Tio(a) materno ( )

paterno () N° de irmaos (as) Com histéria de cancer [ ]Irmao(a)(s)

Pesquisa por Biologia Molecular, da Mutagao para o Fator V Leiden, MTHFR, Protrombina

Resultado:




ANEXO D - FICHA DO VOLUNTARIO

FICHA DE VOLUNTARIO PARA A PESQUISA
DA MUTAGAO PARA O FATOR V LEIDEN

Data: / /
Nome:

NO

Procedéncia:

“Telefone
(contato):

Sexo: F M Idade:

Cor:

Ascendéncia Familiar:

Uso de Terapia Estrogénica: Sim
usou

e Contraceptivos

e Reposigao

¢ Quanto tempo?

e Quantos?

Aborto: Sim Nao

Quantos?

Fatores associados:

Outro fator relevante:

Pesquisa por Biologia Molecular, da Mutagao para o Fator V Leiden.

Pesquisa de mutacio no exon 10 alelo 1691G/1691A

Resultado:
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ANEXO E - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO PACIENTE

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa denominada
MUTACAO DA PROTROMBINA E DOS POLIMORFISMOS DE ENZIMAS DO CICLO
DO FOLATO EM PACIENTES COM DOENCAS RELACIONADAS COM EVENTOS
TROMBO-EMBOLICOS, que tem como objetivo principal verificar se seu corpo possui
alguma alteragdo que pode estar relacionada com um maior risco de vocé desenvolver
doencas associadas com trombose.

O proposito deste folheto € esclarecer aberta e claramente todos os
procedimentos envolvidos no estudo clinico, antes de sua decisdo quanto a
participagdo. O estudo esta sendo realizado pelo Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara. Cerca de 200 pacientes e 300
individuos sadios serao incluidos no presente estudo. Portanto, se concordar em
participar vocé sera um deles. O estudo em questido pretende associar fatores
herdados de familia e que podem levar a doencas associadas com trombose. Conhecer
tal relacéo possibilitara a adocdo de medidas de prevencéo, as quais, dependendo dos
resultados vocé se  beneficiara, pois o seu médico sabera o seu risco no
desenvolvimento das doengas trombdéticas, além do que vocé também estara
contribuindo para que se entenda melhor os fatores que podem ser responsaveis pelo
aparecimento destas doencas.

Sera feita a coleta de uma amostra de sangue, em torno de 5mL (uma colher de
sobremesa) para se examinar a existéncia ou nao desta alteracdo em seu organismo.
Esta coleta sera realizada por um profissional especializado, o que n&do determinara
nenhum risco adicional e sera utilizada unica e exclusivamente nesta pesquisa.

Paralelamente serdo anotadas algumas questdes referentes a vocé no que diz
respeito a data de nascimento, idade e dados relativos a sua doenca. Estas
informagbes serdo retiradas do seu prontuario e algumas delas serdo perguntadas
pessoalmente a vocé.

E importante entender que vocé n&o é obrigado a participar do estudo. Se vocé
decidir ndo participar ou desejar suspender a participagdo, vocé nao precisa dar
explicacdes e pode ficar certa de que continuara sendo assistida e tratada com o
melhor cuidado possivel, devendo comunicar esta decisdo a seu médico, para que ele
tome conhecimento e fagca os esclarecimentos devidos.. Fique a vontade para formular
pergunta aos pesquisadores, cujos homes e enderegos sao encontrados ao final deste
folheto, mesmo que pareca muito simples sua duvida. Vocé podera também conversar
sobre o estudo com familiares, amigos ou com alguém da sua confianga.

Todos o0s seus dados pessoais serao tratados de maneira estritamente
confidencial, ficando sua identificagdo inteiramente protegida.

A qualquer época vocé podera ter acesso as informagdes e conclusées do
presente estudo, bem como de resultados de seus exames individualmente.

Se porventura, surgir alguma informagdo que possa vir a Ihe beneficiar, vocé
sera imediatamente comunicada.

Se vocé tiver alguma duvida posteriormente, vocé podera contar os
pesquisadores descritos abaixo, a qualquer momento, bem como se vocé tiver alguma
preocupacao com o seu tratamento ou a extensédo de sua doencga.

Se vocé decidir participar entdo assine o termo abaixo na presenga de seu
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meédico e mantenha uma copia do formulario e desse folheto para sua informagéao.

Vocé tera mais tempo para pensar se ainda estiver inseguro quanto a
participagao.

Obrigado por ter lido esse folheto e por considerar sua participagdo no presente
estudo.

Confirmo que li e entendi o folheto informativo sobre o estudo acima mencionado

e tive a oportunidade de questionar e tirar as duvidas que me surgiram e estou ciente
que serei um dos pacientes participantes deste estudo.
O estudo em questao pretende detectar a frequéncia e o risco de fatores herdados de
familia relacionados com trombose. Eu compreendo que minha participacdo é
inteiramente voluntaria. Participando deste estudo, autorizo o preenchimento de uma
ficha contendo dados relativos a minha doenga, bem como a coleta de 5mL de sangue
(desnecessario jejum), que serao utilizados exclusivamente nesta pesquisa. Também
me disponibilizo para nova coleta de sangue, caso necessario.

Todos os dados da minha participacdo neste estudo serdo documentados e
mantidos confidencialmente, sendo disponiveis apenas para as autoridades de saude e
profissionais envolvidos neste estudo, os quais, quando necessario, terdo acesso ao
meu prontuario.

Como minha participagcado € voluntaria, posso abandonar o estudo a qualquer
momento, sem que isso resulte em qualquer penalidade ou perda de meus direitos
onde recebo atendimento médico.

Se tiver qualquer duvida ou perguntas relativas a esse estudo ou aos meus direitos no
que diz respeito a minha participagéo, posso contactar:

Instituicdo: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL — UFC
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR - LABGEM
R . Coronel Nunes de Melo, 1127, Porangabussu

Dra. Silvia Helena Rabenhorst (coordenadora) (085) 3366.8251 ou 9994 5689. ou
Analice Marque Moreira (mestranda) (085) 3366. 8306 ou 9174.3892

Comité de Etica Em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal do ceara .

TELEFONE(85) 3366.8589/4011.8213

Fortaleza — CE, / /
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Nome completo do Paciente:
Endereco:

.Telefone: Assinatura:
Nome da testemunha:
Assinatura da testemunha:
Assinatura do investigador:
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ANEXO F - TERMO DE CONSENTIMENTO DA POPULAGAO CONTROLE

Vocé estda sendo convidado para participar de uma pesquisa denominada
MUTACAO DA PROTROMBINA E DOS POLIMORFISMOS DE ENZIMAS DO CICLO
DO FOLATO EM PACIENTES COM DOENCAS RELACIONADAS COM EVENTOS
TROMBO-EMBOLICOS, que tem como objetivo principal verificar se seu corpo possui
alguma alteragdo que pode estar relacionada com um maior risco de vocé desenvolver
doencas associadas com trombose.

O propésito deste folheto € esclarecer aberta e claramente todos os
procedimentos envolvidos no estudo clinico, antes de sua decisdo quanto a
participacdo. O estudo esta sendo realizado pelo Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara. Cerca de 200 pacientes e 300
individuos sadios serdo incluidos no presente estudo. Portanto, se concordar em
participar vocé sera um deles. O estudo em questdo pretende associar fatores
herdados de familia e que podem levar a doencas associadas com trombose. Conhecer
tal relacéo possibilitara a adocdo de medidas de prevencédo, as quais, dependendo dos
resultados vocé se  beneficiara, pois o seu médico sabera o seu risco no
desenvolvimento das doencgas trombéticas, além do que vocé também estara
contribuindo para que se entenda melhor os fatores que podem ser responsaveis pelo
aparecimento destas doencas.

Sera feita a coleta de uma amostra de sangue, em torno de 5mL (uma colher de
sobremesa) para se examinar a existéncia ou nao desta alteracdo em seu organismo.
Esta coleta sera realizada por um profissional especializado, o que n&do determinara
nenhum risco adicional e sera utilizada unica e exclusivamente nesta pesquisa.

Paralelamente serdo anotadas algumas questbes referentes a vocé no que diz
respeito a data de nascimento, idade, sexo, habitos alimentares. Estas informacgdes
serao perguntadas pessoalmente a voceé.

E importante entender que vocé n&o é obrigado a participar do estudo. Se vocé
decidir ndo participar ou desejar suspender a participagdo, vocé nao precisa dar
explicagdes. Fique a vontade para formular pergunta aos pesquisadores, cujos nomes e

enderecos sao encontrados ao final deste folheto, mesmo que pareca muito simples
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sua duvida. Vocé podera também conversar sobre o estudo com familiares, amigos ou
com alguém da sua da sua confiancga.

Todos o0s seus dados pessoais serdao tratados de maneira estritamente
confidencial, ficando sua identificagéo inteiramente protegida.

A qualquer época vocé podera ter acesso as informagdes e conclusées do
presente estudo, bem como de resultados seus exames individualmente estardo a sua
disposicao no Laboratério de Genética Molecular-LABGEM. Caso vocé tenha um risco
herdado relevante, um dos pesquisadores envolvido no estudo entrara em contato para
orientacdo quanto ao significado deste risco e as medidas preventivas a serem
tomadas.

Se vocé tiver alguma duvida posteriormente, vocé podera contar os
pesquisadores descritos abaixo, a qualquer momento.

Se vocé decidir participar entdo leia e assine o formulario abaixo e mantenha

uma copia do formulario e desse folheto para sua informacéo.

Vocé tera mais tempo para pensar se ainda estiver inseguro quanto a
participagao.

Obrigado por ter lido esse folheto e por considerar sua participacdo no presente
estudo.

Confirmo que li e entendi o folheto informativo sobre o estudo acima mencionado
e tive a oportunidade de questionar e tirar as duvidas que me surgiram e estou ciente
que serei um dos participantes deste estudo.

O estudo em questdo pretende detectar a freqluéncia e o risco de fatores
herdados de familia relacionados com trombose. Eu compreendo que minha
participagcdo ¢é inteiramente voluntaria. Participando deste estudo, autorizo o
preenchimento de uma ficha contendo dados relativos a mim, bem como a coleta de
5mL de sangue (desnecessario jejum), que serdo utilizados exclusivamente nesta
pesquisa. Também me disponibilizo para nova coleta de sangue, caso necessario.

Todos os dados da minha participacdo neste estudo serdo documentados e
mantidos confidencialmente, sendo disponiveis apenas para as autoridades de saude e

profissionais envolvidos neste estudo, os quais, quando necessario, terdo acesso ao
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meu prontuario.

Como minha participagcado € voluntaria, posso abandonar o estudo a qualquer
momento.

Se tiver qualquer duvida ou perguntas relativas a esse estudo ou aos meus

direitos no que diz respeito a minha participacao, posso contactar:

Instituicdo: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL — UFC
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR - LABGEM
R . Coronel Nunes de Melo, 1127, Porangabugu

Dra. Silvia Helena Rabenhorst(coordenadora): (085) 3366.82510u 9994 5689. ou

Analice Marques Moreira (mestranda) (085) 3366.8306 ou 9174.3892
Comité de Etica Em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital das Clinicas da

Universidade Federal do ceara .
TELEFONE(85) 3366.8589/4011.8213

Fortaleza — CE, / /

Nome completo

Endereco:

Telefone: Assir;atura:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Assinatura do investigador:




