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RESUMO

As doencgas trombaticas constituem um sério problema na saude mundial.
Diversas desordens hereditarias, que afetam o sistema fisioldgico anticoagulante,
estdo atualmente estabelecidas como fatores de risco para a ocorréncia do evento
trombotico. Dentre estes o fator V Leiden € o mais frequente. A associagao entre
alteracdes no gene do fator V e a ocorréncia de eventos trombaoticos desencadeou o
desenvolvimento de diversas pesquisas. Neste estudo, 100 pacientes portadores de
eventos tromboticos, atendidos no ambulatério de Hematologia do Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceara - HEMOCE/SESA/UFC, foram analisados
para a deteccdo da presenga do fator V Leiden. O grupo controle consistiu de 110
voluntarios sadios. A freqiéncia encontrada na populagéo controle foi de 2,7%
(03/110), enquanto que nos pacientes trombofilicos foi de 9% (09/100). Destes,
77,8% (07/09) eram do sexo feminino e 22,2% (02/09) do sexo masculino e a cor
predominante foi a parda [66,7% (06/09)]. A faixa etaria mais frequente foi entre 26 e
33 anos [33,4% (03/09)]. Do total dos pacientes portadores do fator V Leiden, 88,9%
(08/09) apresentaram trombose venosa profunda e 11,1% (01/09) trombose arterial
com recorréncia do evento trombodtico de 22,2% (02/09). A correlagdo entre a
presenca do evento trombdtico/presenca do fator V Leiden e o uso de contraceptivo
oral foi de 71,4% (05/07). Das pacientes portadoras e que usaram contraceptivo oral
nao ocorreu o aborto. A localizagdo do primeiro evento trombaético, nos portadores,
foi predominantemente nos membros inferiores [88,9% (08/09)] e 11,1% (01/09), nas
artérias coronarias. Em 44,4% (04/09) havia um ou mais fatores de risco/morbidade
associado. A frequéncia da mutagcdo encontrada no estado do Ceara mostrou-se
inferior aos dados obtidos na regido de Botucatu (SP) - 12% e ao estudo de Benson,
em Atlanta (EUA)- 12,4 e ainda menor que os encontrados na regido de Campinas
(SP)- 20% e a populagdo com ancestral europeu-18%. A diferenga entre pacientes
trombofilicos e populagéo controle nao foi estatisticamente significante (p=0,19), mas

o risco estimado para o evento trombético foi de 2,46.

Palavras-chaves: Fator V — Genética, Trombose Venosa, Trombofilia.




ABSTRACTS

Thrombotic diseases are a serious problem for world health. Several hereditary
disorders, that affect physiological anticoagulant system, have been nowadays well
established as risk factors for thrombosis. Among them factor V Leiden is the most
frequent. The association between several modifications on factor V gene and the
development of thrombotic events has brought about future searches. In this study,
100 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. The control group was made up 110 healthy volunteers. In this study, the
frequency found out in the control population was of 2.7% (3/110), while in
thrombophilic patients were of 9% (9/100). Of this, 77.8% (7/09) were female and
22.2% (2/09) were male patients and the predominant color was dark Brown 66.7%
(6/9). The frequent age ranged between 26 and 33 years old [33.4% (3/09)]. The total
of factor V Leiden carrier patients, 88.9% (8/09) had deep venous thrombosis and
11.1% (1/09) arterial thromboembolism. The recurrence of episode of thrombosis
was of 22.2% (2/09). The correlativeness between the presence of thrombosis
/presence of factor V Leiden and the usage of oral contraceptives were of 71.4%
(5/09). The carriers and that they used oral contraceptives didn't happen the abortion.
The first thrombotic events location, in carriers, were predominant on inferior
members [88.9% (8/09)] and 11.1% (1/09) on coronary artery. In 44.4% (4/09) there
was one or more factors of risk/morbidity associated. The frequency of mutation
found in Ceard state lower than data from Botucatu (SP) region — 12% and Benson
study, in Atlanta (USA) — 12.4% and was shown still smaller to the data obtained in
Campinas (SP) region — 20% and of population with European ancestral — 18%. The
difference between the patients and control population was not statistically significant

(p=0.19) but the risk estimate of having a thrombotic event was 2.46.

Key words: factor V - genetic, venous thrombosis, thrombophilia.
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1 INTRODUGAO

As doencgas trombdticas constituem um sério problema de saude mundial.
O tromboembolismo venoso afeta cerca de uma a cada 1000 pessoas por ano,
sendo considerada uma importante causa de morbidade e mortalidade (Rezende,
1999; Barrach, 2000).

O termo trombofilia, predisposi¢do aumentada a trombose, é usualmente
aplicado para indicar uma categoria de doencgas hereditarias ou adquiridas que
predispde os eventos trombéticos. Este termo, as vezes, € usado somente para
pacientes com trombose atipica, baseando-se em certas caracteristicas, tais como:
evento em idade jovem; recorréncia; historia familiar e eventos em locais incomuns
(Lane, 1996a; Price & Ridker, 1997; Lorenzi, 1999). Dahlback e colaboradores, em
1993, foram os primeiros a descrever um defeito hereditario em pacientes

trombofilicos.

A trombose ocorre quando ha uma alteracdo do mecanismo hemostatico
no sistema vascular que pode desenvolver-se pelo desequilibrio entre processos

pré-trombdticos e anti-tromboticos (Lee, 1996).

Quando a integridade vascular é afetada, ocorre uma vasoconstricdo de
modo a diminuir o fluxo sanguineo local e proporcionar um maior contato entre as
plaguetas e o endotélio danificado, com consequente adeséo plaquetaria, seguida
pela agregacao destas e pela ativagdo do mecanismo de coagulagao (Figura 1). O
endotélio vascular tem um papel muito importante na hemostasia. Sua camada mais
interna possui propriedades anticoagulantes, evitando a formagdo do trombo. A
camada subendotelial tem caracteristicas procoagulantes (Lorenzi, 1999). Assim,
qualquer perturbagao no equilibrio hemostatico pode levar a formagao do trombo ou
coagulo. Alteragdes nas paredes dos vasos, do fluxo sanguineo e na composi¢céo
dos constituintes do sangue sao os principais fatores envolvidos na fisiopatologia da

trombose (Lee, 1996). Estes fatores sdo conhecidos como a triade de Virchow.

A trombose arterial geralmente ocorre quando a parede do vaso é
afetada, como, por exemplo, pela aterosclerose ou pela homocisteinemia, com

formagdo de agregacao plaquetaria e fibrina na superficie vascular. O processo
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normal da coagulagao, iniciado pela adesao plaquetaria € seguido pela agregacao

e formagdo de trombos. A hipertensdo, fluxo sanguineo turbulento e
hiperviscosidade parecem ser os principais fatores que contribuem para a trombose
arterial, cuja consequéncia mais séria € a oclusdo vascular. Seus trombos s&o
compostos por massas coesas de plaquetas, com pequena quantidade de fibrina e
poucos eritrocitos e leucécitos.

Na trombose venosa, os fatores extrinsecos aos vasos parecem ter papel
fisiopatolégico principal, ja que freqientemente a parede do vaso € normal
histologicamente, exceto em trauma direto ou a erosdo das veias. Os fatores
predisponentes das tromboses venosas sdao o fluxo sanguineo lento (estase
venosa), a ativagao local dos fatores da coagulacéo e a les&o do endotélio. O fator
mais importante parece ser a estase venosa, tendo em vista ocorrer freqientemente
nas veias dos membros inferiores. A atividade fibrinolitica nas veias das pernas
parece estar abaixo do normal quando comparada a outras veias. Uma reducao
generalizada no ténus venoso pode ser um fator fisiopatoldégico importante na
trombose venosa em mulheres gravidas e naquelas que utilizam contraceptivos
orais. Na trombose venosa, o trombo formado possui grande quantidade de fibrina e
eritrocitos. Estes trombos podem ser de tamanho grande, podendo deles se
desprender fragmentos que passam a circulagéo, levando a fenbmenos de embolia.
E importante enfatizar que o tromboembolismo venoso é um processo dindmico;
progressao e resolugdo podem ocorrer simultaneamente em diferentes sitios de
trombose e o equilibrio ou alteragdes entre estes dois processos podem resultar em

exacerbagdes ou remissdes clinicas. (Becattini et Agnelli, 2002; Kearon, 2003).
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Matiiz Subendotelial

¥ Secrecdo

Figura 1 - Contato entre as plaquetas e o endotélio danificado.
Adesao, agregacao plaquetaria e ativagao do mecanismo de coagulagao.
vWE- 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/

1.1 Fisiologia da Coagulagao

A coagulagao sanguinea é resultado da interagdo entre proteina tissular e
proteinas plasmaticas pré e anticoagulantes, plaquetas e ions calcio. A principal
caracteristica da coagulagcdo esta na ativagdo sequencial de uma série de
proenzimas ou proteinas precursoras inativas chamadas zimogénio, em enzimas
ativas, que resultam passo a passo numa significante resposta de amplificagao
(Kroegel, 2003). A coagulagéao € iniciada pela exposigéo do fator tecidual que se liga
ao fator VIl ativado (fator Vlla), convertendo o fator IX em fator |Xa e fator X a fator
Xa. O fator IX converte fator X a fator Xa. Este gera fator lla (trombina) através do
fator Il (protrombina). Estas reagdes ocorrem na superficie da célula ativada. Com o
fator lla (trombina) gerado, ha a clivagem do fibrinogénio plasméatico soluvel para
gerar fibrina, proteina insoluvel (Rosenberg & Aird, 1999; Crowther & Kelton, 2003).

Os fatores da coagulacéo juntamente com os cofatores (fator V, VIII e cininogénio de
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alto peso molecular), sobre a superficie plaquetaria ativada, com multiplos

feedback, amplificam cada vez mais o processo, liberando granulos protéicos
plaquetéarios, promovendo a atividade procoagulante, aumentando a geragao de
trombina (Figura 2). Uma vez que o trombo adquira maior tamanho, podera sofrer

desintegrac&o por influéncia da atividade fibrinolitica (Dalback, 1999; Kroegel, 2003).

Via Intrinseca Cininogenio de alto peso

molecular
alicreina

Cinina

Arivacio icontato

p el

recalicreina

T
~— X g ——— X|

Via Extrinseca

Willa L
Catrt

Fosfolipideo

Via Communm J{

AV

Fnsfulipidgi : 5211
11 = |la B
Fibrinogenio Fibrina Xllla

- Rede de Fibrina

Figura 2 - Esquematizagio da fisiologia da coagulagao.
(AT lll-antitrombina Ill; TFPI-inibidor da via do fator tissular; PC-proteina C; PS-proteina S).
Retirada e modificada de www.life.sci.qut.edu.au/

1.2 Mecanismos Inibitérios da Coagulagao

A coagulagado sanguinea, do mesmo modo que forma o coagulo para
obliteracdo da lesdo vascular através da rede de fibrina entre as plaquetas
agregadas, também €& regulada por uma série de fatores que impedem o

crescimento descontrolado do trombo ou coagulo no interior do vaso (Lorenzi, 1999).

A regulagdo da coagulagéo in vivo é feita por varios mecanismos que
restringem as reagbes ao local da lesdo, evitando desse modo a trombose
intravascular maci¢ca. Ha diferentes mecanismos inibitorios que incluem fluxo
sanguineo e hemodiluigdo, depuragdo hepatica ou reticuloendotelial, acao

proteolitica da trombina, inibidores de serina-proteases e fibrindlise.
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As serina-proteases ativas sdo diluidas e transportadas para o figado

para depuragao através do fluxo sanguineo rapido, o qual também dispersa e libera
as plaquetas ligadas na periferia dos agregados, evitando o crescimento crescente
do tampdo hemostatico. Apds inativadas sao retiradas da circulagdo pelos

hepatocitos e células reticuloendoteliais do figado e de outros 6rgaos.

A trombina acelera a deposi¢cao de fibrina no local da lesao tissular
potencializando a ativagdo dos fatores Xl, V e VIII da coagulacdo. No entanto, a
trombina também atua na limitagdo da hemostasia, esta causa protedlise e
degradacéao dos fatores Xl, V e VI, facilitando sua inativagao e rapida degradacao.
Contribui também para o controle hemostatico através da ativagcdo do sistema
fibrinolitico pela via da proteina C, o que causa a dissolugéo da fibrina, além de

estimular os leucdcitos, proporcionando a fibrindlise celular.

Os principais inibidores da coagulagdo sanguinea sdo a antitrombina Il
(AT 1ll), o cofator Il de heparina (HC IlI), a proteina C (PC), a proteina S (PS), o
inibidor da via do fator tissular (TFPI), a nexina-1-protease (PN-1), o inibidor de C1
(C1-Inh.), a ay-antitripsina (a4-AT) e a az-macroglobulina (a,-M). Com exceg¢ao do
TFPI e da a,-M, a maioria dos inibidores pertence a superfamilias de proteinas
homologas com inibidor de as-proteinase, denominada de serpinas. Este termo
serpina é acrébnimo de “serine protease inhibitor”. A funcédo dos inibidores de serina-
proteases, in vivo, € limitar a ativagdo do sangue formando rapidamente complexos
com as serina-proteases. Este processo apesar de nao parar totalmente a ativacao
da coagulagcdo sanguinea, restringe a amplificacdo sistémica da ativacéo,
confinando ao local da lesao.

Os inibidores da coagulacéo, de acordo com seu mecanismo de agao, sao
agrupados como (1) serpinas (AT Ill, HC Il, PN-1, C1-Inh., a4-AT); (2) cuninas (TFPI)
proteinas homodlogas a aprotinina (inibidor da tripsina pancreatica) e (3) ax-
macroglobulina (Schiffman, 2004).

O sistema Proteina C/ Proteina S/ Trombomodulina é o sistema inibidor
de cofatores. A trombina quando ligada a trombomodulina, receptor especifico ao
nivel da célula endotelial ativa a proteina C, que € por ela mesma inativa. Essa
ligacdo, trombina-trombomodulina, faz a trombina perder a atividade de coagular o
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fibrinogénio. A proteina C ativada (PCA), ao nivel da superficie fosfolipidica, na

presenca de um cofator, a Proteina S, é capaz de inibir os cofatores Va e Vllla, o

que reduz a velocidade de formagao de trombina (Figura 3) (Gouault-Heilmann,
1999; Solymoss, 2000; Bloomenthal et al., 2002).

Superficie

Trombomodulina
Proteina S
= Proteina C

Figura 3 - Fatores reguladores da coagulagéo.

(M-PA: Ativador uroquinase de plasminogénio; t-PA: Ativador tissular de plasinniogénio)
Retirada e modificada de www.medscape.com

1.3 Fatores Predisponentes da Trombose - Hereditarios e/ou Adquiridos

A trombose pode ocorrer devido a causas hereditarias e/ou adquiridas.

Fatores como cirurgia, trauma, mobilizagdo, gravidez, uso de contraceptivos orais,
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terapia com estrégenos, sindrome do antifosfolipideo, doengas malignas

(Leucemia Mieloide Aguda -Mj3(LMA-M3), Policitemia Vera, Trombocitemia
Essencial, Leucemia Mieldide Crénica-LMC, Mielofibrose) e nefropatias, Doenga de
Legg-Calvé-Perthes e diabete mellitus estdo relacionadas a eventos trombéticos
(Lane et al. 1996; Arruda et al., 1999; Ryan et al., 1998). Dentre os defeitos
hereditarios sédo frequentemente citados: a deficiéncia das proteinas C e S;
deficiéncia de antitrombina Ill; mutacdo no gene da protrombina (G20210A);
mutacao da metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR) C677T e a mutagao no gene
do fator V (fator V Leiden; FV G1691A). Ha também alteragdes do cofator da
heparina, deficiéncia do ativador de plasminogénio tecidual e desfibrinogenemia
(Boven et al., 1996; Rezende, 1999; Godoy et al. 2000; Aiach & Alhenc-Gelas,
2002).

Nestes ultimos trinta anos, as anomalias constitucionais do sistema
inibidor da coagulagao foram sucessivamente descritas: deficiéncias da antitrombina
(1965), da proteina C (1981), da proteina S (1984), o fator V Leiden (1993), mutacao
da metileno tetrahidrofolato redutase (1994) e a mutagdo G20210A do gene da
protrombina (1996). Combinadas ou associadas a fatores adquiridos favoraveis
(tabela 1), estas anormalidades s&o encontradas com certa frequéncia nas
tromboses (Rosenstingl et al. 2002; Arruda et al., 1998a; Perry, 1999; Dahlback,
1995a).
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Tabela 1 - Fatores de risco hereditarios e adquiridos para o desenvolvimento de
tromboembolismo venoso.

Fatores de risco hereditarios (primarios)

Mutacdo G1691A no gene do fator V (fator V
Leiden)
Mutagdo G20210A no gene da protrombina

Deficiéncia da proteina S
Deficiéncia da proteina C
Deficiéncia da antitrombina IlI
Deficiéncia do cofator Il da heparina
Deficiéncia de plasminogénio
Deficiéncia do fator Xl
Desfibrinogenemia

Aumento da atividade coagulante do fator VI
Hiperhomocisteinemia primaria

Fatores de risco adquiridos (secundarios)

Imobilizagao prolongada

Cirurgias dentro dos ultimos trés meses
(especialmente grandes cirurgias abdominais,
pélvicas e ortopédicas)

Acidente vascular cerebral, paralisia de
extremidades

Historia de tromboembolismo venoso
Malignidade

Obesidade

Fumantes

Hipertensao

Uso de contraceptivos orais, terapia de reposicao
hormonal

Gravidez e puerpério

Hiperhomocisteinemia secundaria

Sindromes antifosfolipidicas (anticoagulante lupico)
Insuficiéncia cardiaca congestiva

Doencgas mieloproliferativas (por exemplo:
policitemia vera, trombocitemia essencial)
Sindrome nefrotica

Doenca inflamatéria intestinal

Anemia falciforme

Acentuada leucocitose

Esta tabela contém dados fornecidos pelo estudo PIOPED, 1990.

1.4 Deficiéncia de Antitrombina Ill

A antitrombina, também conhecida como antitrombina Il (ATIIl), é uma

proteina sintetizada no figado, a qual inativa a trombina (fator Ila) e também os

fatores 1Xa, Xa, Xla, Xlla e calicreina. Sua deficiéncia pode ser causada pela
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diminuicéo do seu nivel ou pela disfuncéo protéica (Abramson et al., 2001). E uma

deficiéncia rara, ocorre em cerca de 0,2% na populagdo em geral e em 0,5% a 7,5%
em pacientes com tromboembolismo venoso. Cerca de 60% dos pacientes com
deficiéncia de antitrombina poderao ter um episddio de trombose venosa aos seus
60 anos. Ha trés tipos de deficiéncia de ATIIl. O tipo | é caracterizado pela
diminuicdo tanto dos niveis funcionais como antigénico. No tipo Il os niveis
antigénicos estdo normais e estdo reduzidos os niveis funcionais. O tipo Ill esta
associado a interagao entre antitrombina e heparina, sendo o nivel antitrombinico
antigénico e funcional normais, sua homozigose causa doenga trombética grave. A
homozigose associada aos tipos | e |l mostra que uma deficiéncia total de
antitrombina ndo é compativel com a vida (Lane et al., 1996; Arnaldi et al., 2001;
Crowther et al., 2003).

1.5 Deficiéncia de Proteina S

A atividade da proteina S, dependente de vitamina K, difere das demais,
por ndo ser uma serina protease. Atua como um cofator ndo enzimatico para a
proteina C ativada na degradacdo do FVa e FVllla. E sintetizada no figado e nas
células endoteliais. Ha relatos de sua presencga no cérebro, no tecido reprodutivo e
nos megacariécitos, embora, nestes tecidos, sua fungdo ainda n&o esta bem clara
(Hillarp, 1995). A deficiéncia de proteina S (PS) € uma doenga autossGmica
dominante, classificada em trés grupos I, Il e Ill. O tipo | é caracterizado pela
reducao nos niveis de PS livre e total. A proteina S circula no plasma na forma livre
(40%) ou ligada (60%) a proteina de ligacdo C4b (C4b-BP), sendo este complexo um
regulador da via classica do complemento. O tipo Il, chamado de qualitativo é
caracterizado pela diminuigao da atividade e niveis normais da PS total e livre. O tipo
Il se caracteriza pelo nivel normal de PS total e baixo nivel de PS livre. A PS
quando interage com a proteina C (PC), aumenta em 20x a degradagao do fator V
(Martinelli et al., 1998; Rezende, 1999). A deficiéncia de PS é encontrada em 1,3% a
5% dos pacientes com trombose venosa. Sua deficiéncia em homozigose esta

associada a purpura fulminante neonatal (Crowther et al., 2003).
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1.6 Deficiéncia de Proteina C

A proteina C é considerada o maior sistema procoagulante. Dependente
de vitamina K, sintetizada no figado e nos 6rgaos de reprodugado masculina. Exerce
atividade inibitoria primaria, inativando os cofatores FVa e FVllla, necessarios a
ativacao da trombina e do fator Xa. Primeiramente, a PC ¢é ativada pela trombina que
forma a proteina C ativada (PCA), esta € uma protease serina e sua atividade é
inibida pela antitrombina. Sua deficiéncia em heterozigose esta associada a doengas
tromboembdlicas, aumentando cerca de 5-10x o risco de té-las (Dahlback, 1995b).
Na forma homozigotica, sua deficiéncia se manifesta de modo severo,
freqUentemente fatal, onde a trombose ja ocorre no periodo neonatal. Sua atividade
€ regulada por inibidores plasmaticos especificos, como o inibidor da PC e o4-
antitripsina (Hillarp et al., 1995; Gale et al., 2002).

1.7 Resisténcia a Proteina C Ativada

A resisténcia a proteina C ativada (RPCA) é o mais comum dos fatores de
risco correlacionados a eventos trombdticos (Dahlback, 1994; Zoller et Dahlback,
1994; Soria et al., 2003). Foi detectada em 20% a 50% dos pacientes com trombose
venosa (Griffin et al., 1995) e em cerca de 20% a 60% nos casos de trombofilia
familiar (Soria et al., 2003). O teste para detecgao da resisténcia a PCA mede a
resposta anticoagulante a PCA na reacéo do tempo parcial de tromboplastina parcial
ativada. Numa resposta normal, o tempo de coagulagdo é prolongado devido a
clivagem da proteina C ativada com consequente inibicado dos fatores Vllla e Va. O
contrario ocorre, em plasma de pacientes que apresentaram evento trombdtico com
resisténcia a PCA (Dahlback, 1995c). Na presenga de PCA, o tempo de coagulagao
do plasma de pacientes com tromboembolismo venoso ndo se alonga o suficiente,
de onde o termo de resisténcia a proteina C ativada (Aboud, 2001; Aiach et al.,
2002).
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1.8 Mutagao no Gene da Protrombina G20210A

A mutagao no gene da protrombina G20210A, associada ao elevado nivel
plasmatico de protrombina, € considerada causa comum de trombofilia,
principalmente da trombose arterial. Frenkel e Bick (1999) contradizem em seus
relatos que haja correlagdo significante entre elevado nivel de protrombina
plasmatica e a presenca da mutagao G20210A. Em pacientes com doencga arterial,
como por exemplo, doenga vascular cerebral, infarto do miocardio e doenca
periférica, a prevaléncia foi de 5,7% (Arruda et al., 1997). H4 também outro estudo
do mesmo autor, relatando a prevaléncia em pacientes com infarto do miocardio de
3,2%, enquanto na populagao controle foi de 0,7% (Arruda et al., 1998b). A presenca
concomitante do alelo G20210A e de outros fatores de risco, tais como: tabagismo,
obesidade, diabetes, hipertensdo ou anormalidades lipidicas sédo fatores de risco
adicionais para doencgas cardiovasculares, como por exemplo, infarto do miocardio
(Franco et al., 1999). Robertorye & Rodgers, 2001, também acreditam ser
necessarios outros fatores de risco, associados a mutagdo, para o

desencadeamento do tromboembolismo venoso.

1.9 Mutagao no Gene da Enzima Metileno Tetrahidrofolato Redutase (MTHFR)

Em 1994 foi revelado um polimorfismo, na posicdo 677, do gene da
enzima metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR) (C677T), o qual resulta na
substituicdo da alanina pela valina (Perry, 1999). Esta variagado é responsavel por
uma termolabilidade da enzima MTHFR, conferindo uma atividade reduzida,
resultando em um aumento do nivel plasmatico total da homocisteina. A
concentragado elevada da homocisteina esta relacionada com o desenvolvimento da
doenca aterosclerética. Sua elevagado associa-se a doenga vascular, possivelmente
pela inducéo da atividade procoagulante monocitica e pela promog¢ao da expressao
do fator tissular endotelial. Sendo que, seu aumento sérico crénico, provoca efeito

toxico direto sobre a fungdo endotelial. A elevagdo da homocisteina total inibe a
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ativagdo da proteina C, o que contribui para eventos tromboticos, assim como

também suprime o sulfato de heparina na superficie da célula endotelial, reduzindo a
capacidade da antitrombina de agir como anticoagulante. Um desequilibrio geral no
ciclo da remetilagdo da homocisteina pode levar a efeitos trombogénicos. A
homocisteina atua tanto no processo de coagulagdo como na anticoagulagdo, tendo
papel importante na patogénese do tromboembolismo, aumentando o risco de
ocorréncia em 2 a 4 vezes (Nowak-Goattl et al., 1999; Tsai et al., 2003). Engbersen et
al., em 1995, mostraram que em 28% de pacientes com doencga vascular prematura,

o metabolismo anormal da homocisteina pode ser atribuido a variante mutante.

1.10 Fator V — Seu Importante Papel na Coagulagao

O fator V é uma glicoproteina de 330KDa. Sua concentragao plasmatica é
cerca de 20nmol/L (0,007g/L). Encontra-se na forma livre no plasma e cerca de 25%
do fator V total no sangue humano ligam-se aos granulos a plaquetarios. E
sintetizado no figado como uma molécula de cadeia simples e durante a coagulagéo,
devido a ativagcado plaquetaria, este € secretado. Ainda nao esta claro, se sua
presenca nas plaquetas resulta da circulacdo exdgena do fator V via processo de
endocitose pelos megacariocitos ou se estas préoprias células sao responsaveis pela

sua producgao.

O gene do fator V, localizado no locus génico do cromossoma 123, se
expande por mais de 80Kb e contém 25 exons. Possui multiplos dominios, A¢-A,-B-
A3-C+-C,, similares aos do fator VIIl. Cerca de 40% da sequéncia entre os dominios
A e C dos fatores V e VIII sdo idénticos. Na ativagdo da cascata da coagulagdo o FV
(fator V) é proteoliticamente ativado pela trombina e pelo fator Xa. O dominio B é
liberado nesta ativacdo e a cadeia pesada (Ai-Az) e a cadeia leve (A3-C4-Cy),
formam uma molécula de ligagdo heterodimera ndo covalente, o fator Va. Este, liga-
se ao FXa e serve como cofator ao complexo protrombinase convertendo
protrombina em trombina. O FV funciona também como um cofator anticoagulante
na via da proteina C. A PCA inativa tanto o FVa como o FVllla. O FV juntamente

com a PS servem como cofatores sinérgicos para a inativagao do FVllla. O FV existe



29
em duas isoformas FV1 e FV2, com diferentes caracteristicas em relagdo a

atividade procoagulante, a inativacédo pela PCA e a fung&o anticoagulante na via da
proteina C. O FV1 tem um maior potencial para gerar mais trombina que o FV2
(Yamazaki et al., 2002; Dargaud et al., 2003; Bossone et al., 2003).

A regulacao da atividade procoagulante do fator Va é feita pela protedlise
mediada pela PCA nas posi¢cdes Arg306, Args06 e Arg679. A clivagem no sitio
Arg506 é preferida em baixas concentragdes de PCA e fator Va. Nesta, ha somente
uma inativagdo parcial do fator Va, enquanto que, no sitio Arg306, a protedlise
resulta numa completa inativagéo do fator Va. A terceira clivagem, no sitio Arg679 é
a menos importante para desativagdo do fator Va. Na inativagdo do fator Va, esta
envolvida a proteina S, cofator da PCA, a qual possui grande afinidade pela
membrana fosfolipidica carregada negativamente. Nestas clivagens, notam-se
diferentes dependéncias da proteina S como cofator da PCA, mas, esta ndo afeta a
taxa de clivagem no sitio Argb06, embora na presenga da proteina S haja um
aumento na taxa de clivagem no sitio Arg306 de 20x, o que mostra a importancia da
proteina S na regulacdo da atividade de cofator do fator Va (Prayoonwiwat et al.,
2001; Nicolaes et Dahlback, 2002).

1.11 Alteragoes do Fator V

1.11.1 Haplétipo HR2 ou Alelo R2 do Fator V

O haplétipo HR2, também conhecido como alelo R2 do fator V, relaciona-
se ao tromboembolismo venoso. Associa-se com a redugao dos niveis plasmaticos
do fator V. Sua presencga esta associada ao aumento da resisténcia a PC ativada,
tanto em individuos normais, como em pacientes trombofilicos, independente do
fator V Leiden (Folsom et al., 2002). Entretanto, parece n&o ser consistente a
associacao entre o haplotipo HR2 e a presenca de tromboembolismo venoso, assim
como nao foi encontrado o aumento do risco para portadores heterozigotos HR2. O
mesmo nao ocorrendo em portadores homozigotos, onde este risco € aumentado.

Para estes autores, tanto a presenga de homozigose para o HR2 ou dupla
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heterozigose para fator V Leiden e HR2 s&o bastante raras e a aplicabilidade do

teste para HR2 é ainda questionavel.

Este haplétipo consta de diferentes polimorfismos, alguns envolvendo
regides do dominio B, das cadeias leve e pesada do fator V. Dentre estes, sao
conhecidos: Met (metionina) 385 Thr (treonina); His (histidina) 1299 Arg (arginina);
Met 1736 Val (valina) e Asp (aspartato) 2194 Gly (glicina), que consistem em
multiplas substituicdes nucleotidicas (Curvers et al., 2002; Robetorye & Rodgers,
2001).

Estes polimorfismos afetam moderadamente a transcricdo, o
processamento no RNA e/ou a estabilidade do RNA mensageiro in vivo, embora nao

resulte em mudanga de um aminodacido (Yamazaki et al., 2002).

1.11.2 Fator V Hong Kong e Fator V Cambridge

O Fator V Hong Kong resulta na substituicdo da Arg 306 pela glicina (Gly),
embora esta clivagem ocorra em reagao lenta, termina por desativar o fator V
ativado, ao passo que a clivagem da Arg 506 € bem mais rapida que a clivagem da
Arg 306, mas inativa parcialmente, permanecendo cerca de 40-45% da atividade

procoagulante.

A outra mutagdo onde ha uma clivagem na Arg 679, chamada de FV
Cambridge, na qual ha substituicdo da arginina pela treonina (Thr), ainda n&o esta
bem detalhada, mas é responsavel pela perda de aproximadamente 30% da
atividade do cofator. Esta foi relatada em pacientes com trombose e resisténcia a
proteina C ativada inexplicavel, na auséncia do fator V Leiden.

No caso da mutagdo do FV Hong Kong ndo ha casos ainda relatados de
resisténcia a proteina C ativada. In vitro, a clivagem da Arg 506 n&o tem efeito direto
sobre a atividade do cofator, mas € necessaria para a inativacdo subsequente nos
sitios de clivagem da Arg 306 e Arg 679 (Robertorye & Rodgers, 2001; Van Cott et
al., 2002).
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Cerca de 5% dos pacientes com resisténcia a proteina C ativada nao

sdo portadores do fator V Leiden. Em alguns destes, o fator V Cambridge foi

encontrado.

O fator V Cambridge e fator V Hong Kong nao séo considerados fatores
de risco para trombose, embora possam aumentar o risco quando combinados com

outros fatores genéticos ou adquiridos (Norstrgm et al., 2002).

1.11.3 Fator V Leiden

Em 1993, Dahlback et al descreveram uma predisposicdo a trombose,
devido uma pobre resposta anticoagulante a proteina C ativada, a qual foi
denominada de resisténcia a proteina C. Um ano apds, Bertina et al, 1994,
descreveram uma mutagdo no fator V da coagulagdo associada a resisténcia a
proteina C ativada. Esta mutagdo no gene do fator V, denominada de Fator V Leiden
devido o nome do centro descobridor, ocorre devido a substituicdo da base guanina
pela adenina na posi¢ao nucleotidica 1691 (1691G—A) no exon 10 do gene do fator
V. Esta mutagédo ocasiona a mudanga da arginina (R) na posi¢ao 506 na molécula
do fator V pela glutamina (Q), sendo designado como FV: Q°®, FVR*®Q ou FV
Leiden. A clivagem na posigao 506, como dito anteriormente, esta associada a perda
da atividade pré-coagulante do fator V, embora uma completa inativagéo do fator V
ativado requer também as clivagens nas posi¢cdes 306 e 679. A molécula de fator V
mutada € inativada mais lentamente que uma molécula de fator V normal, o que
pode levar a um aumento na geragédo de trombina e a um estado mais prolongado

de hipercoagulabilidade.

A degradacao, tanto do fator V ativado normal como do mutado € menos
marcante na presenga que na auséncia do fator Xa e proteina S. A interagao entre
fator V ativado e fator X ativado protege o sitio 506, mas nao o sitio 306, da clivagem
mediada pela proteina C ativada. Outro fator importante € que a proteina S age
como cofator da PCA na clivagem 306, mas nao na clivagem 506 (Zoller et al., 1997,
Aiach et al., 2002).
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O sitio de clivagem na posigdo 506 é necessario para que a fungéo do

fator V seja completa, tanto na inibigdo da degradacgéo do fator V ativado pela PCA,

quanto na funcao de cofator da PCA na degradacao do fator VIII ativado.

A mutagdo no gene do fator V é encontrada em cerca de 90 a 95% dos
pacientes com resisténcia a proteina C ativada, em aproximadamente 10% a 20% de
pacientes trombofilicos e em 3% a 5% da populagédo assintomatica (Stefano, 1998;
Rezende, 1999; Robertorye & Rodgers, 2001; Norstream et al., 2002; Van Cott et al.,
2002).

1.11.4 Deficiéncia de Proteina Z

Ha também relatos, em que outro fator esta associado ao aumento
consideravel da tendéncia protrombdtica do fator V Leiden que é a deficiéncia da
proteina Z. A proteina Z humana foi isolada em 1984. E uma glicoproteina, vitamina
K dependente, sintetizada no figado. Sua fungdo era desconhecida até 1991,
quando foi demonstrado que a trombina somente se liga a superficie fosfolipidica na
sua presenga. Esta proteina circula no plasma em complexo com seu inibidor, o
inibidor protease proteina Z dependente (ZPI). Quando da presenga de fosfolipidio e

ions calcio, a proteina Z aumenta a inibicao do fator Xa pelo ZPl em 1000x.

Pacientes com o fator V Leiden e baixo nivel de proteina Z sofrem o
primeiro evento trombdtico mais cedo que aqueles com o fator V Leiden e altos
niveis de proteina Z, sendo esta considerada um fator adicional de risco importante
em pacientes com fator V Leiden. Além disso, pacientes com niveis de proteina Z
diminuidos sofrem complicagbes tromboembdlicas mais sérias que pacientes com

niveis de proteina Z elevados (Kemkes-Matthes et al., 2002).

1.12 Aspectos Epidemiolégicos

A associacdo entre a presenca do fator V Leiden e a ocorréncia de
eventos tromboticos desencadearam o desenvolvimento de diversas pesquisas

relacionadas ao gene do fator V da coagulagao.
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Estudos populacionais tém sido extensivamente realizados. Em

diferentes paises europeus a prevaléncia do fator V Leiden encontra-se na faixa de
2% e 6% (Soria et al. 2003). Enquanto cerca de 5% dos individuos com ancestrais
europeus sao portadores do fator V Leiden, a prevaléncia relatada em africanos nao
detectou a mutacdo em nenhum individuo estudado, mesmo em africanos-
americanos prevaléncia foi baixa, 1,1%. A prevaléncia encontrada nos Estados
Unidos foi de 5% e 6% (Stefano et al., 1998). O fator V Leiden mostrou-se ausente
em muitos paises asiaticos ou em grupos com descendéncia asiatica (esquimos,
amerindios, aborigines australianos e polinésios) (Stefano et al., 1998). Na
populacdo em Marrocos, a prevaléncia encontrada foi de 0%. O oposto foi
encontrado na populagdo da Palestina, Jordania e em arabes israelenses cuja
frequéncia foi alta, cerca de 7 a 13,6% (Giudicelli, 2002). Na populacédo libanesa a
prevaléncia variou de 2 a 15%, sugerindo que a origem da mutacéo esteja localizada
no leste do Mediterraneo (Almawi, 2002). No Brasil a prevaléncia encontrada foi em
cerca de 2% da populagao em geral (Arruda et al., 1995). No estudo de Franco et al.,

em 1999, a prevaléncia encontrada na populagao brasileira foi de 2,6%.

Parece haver uma origem comum para a mutagcdo de Leiden,
possivelmente ocorrida apds a separacao de nao-africanos de africanos, e apos a
separacgao de asiaticos de subpopulagdes caucasoides (Stefano, 1998).

H& uma prevaléncia de cerca de 10% a 20% em pacientes com
tromboembolismo venoso (Rezende, 1999). Outro estudo realizado em individuos
com idade, variando entre 18 e 65 anos, notou-se que a fracdo de eventos
trombaoticos associados ao fator V Leiden foi de 14% (Stefano, 1998). Kroegel e
Reissig, em 2003, mostraram uma incidéncia de 20 a 25% do fator V de Leiden
nestes pacientes. Rosenstingl et al., 2002, encontraram uma prevaléncia de 12% em

pacientes com doencga cerebral vascular.
Outro grupo associado a presencga do fator V Leiden € o de gestantes
com complicagdes obstétricas, onde cerca de 20% apresentavam a mutagao. Dentre

estas complicacbes podem-se citar a pré-eclampsia, placenta prévia, retardo no

crescimento fetal e natimorto. A presenca de trombofilia nestas mulheres pode ser
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uma importante consideragdo para o planejamento de futuras gestagbes

(Kupferminc et al., 1999; Lockwood, 2002; Souza et al., 1999).

Outra associagao encontrada foi com a doenga de Legg-Calvé-Perthes.
Esta doenca se caracteriza por necrose da epifase femural, de etiologia ainda
desconhecida. E possivel que ocorra uma supressdo sangiiinea ao nivel da cabeca
do fémur, talvez devido a compressdo extrinseca dos vasos, com trombose
intravascular. A trombose vascular € um evento incomum em criangas e um estudo
realizado em pacientes com a doenga de Legg-Calvé-Pertthes mostrou uma
prevaléncia de 4,9%, envolvendo jovens com trombose recorrente em locais

incomuns (Arruda et al., 1999).

1.13 Justificativa

A ocorréncia de eventos tromboticos esta relacionada a interacdo entre
fatores de risco hereditarios e adquiridos. Além do que, a variabilidade da presenca
da mutagcdo em relacdo a populacdo estudada, mostra a necessidade do
conhecimento da prevaléncia do fator V Leiden no estado do Ceara, uma vez, que

na populagao brasileira a miscigenacéo é marcante.

Devido a importancia clinica dos fenbmenos trombaticos, a determinagéo
de sua origem certamente fornecera a profissionais de saude e a pacientes,

beneficios no que se refere a diagndstico, terapéutica e profilaxia.

1.14 Objetivos

Geral:

e Obter um perfil do paciente portador do fator V Leiden segundo
aspectos epidemioldgicos, tipo e local do evento trombético,

recorréncia e associagao a fatores de risco ambientais.
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Especificos:

¢ Implantar a técnica para detecgdo da mutagao do fator V (Fator V
Leiden) no Laboratério de Biologia Molecular — LABGEM,;

e Detectar a frequéncia da mutagdo no gene do fator V (fator V
Leiden) em pacientes apresentando pelo menos um evento
trombatico, atendidos no ambulatorio de Hematologia do Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceara — HEMOCE/SESA/UFC,
referéncia em hematologia para o estado;

e Correlacionar aspectos epidemiologicos (sexo, idade e cor), tipo de
evento trombatico, recorréncia e uso de contraceptivos orais nos

pacientes trombofilicos analisados.
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2 MATERIAIS E METODOS

Foi realizado o teste para detec¢cao do fator V Leiden 100 pacientes
atendidos no ambulatério de Hematologia do Centro de Hematologia e Hemoterapia
do Ceara-HEMOCE. Estes pacientes foram selecionados por apresentarem ao
menos um evento trombaotico (venoso e/ou arterial) e idade inferior ou igual a 45
anos de idade na época do seu primeiro evento. Como controle, foram realizados
testes para detecgdo da mutacdo em 110 individuos aparentemente saudaveis, sem
histéria familiar de trombose, todos voluntarios. O grupo controle foi composto de
candidatos a doagdo de sangue do HEMOCE, apds sua aceitagdo, na triagem
clinica médica, para a doacéo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Complexo
Hospitalar da Universidade Federal do Cearda — COMEPE (APENDICE A). Cada
paciente e voluntario do grupo controle preencheu uma ficha com dados
epidemiolégicos (APENDICE B e C), bem como, assinou o termo de consentimento
para realizacdo da andlise (APENDICE D e E). Cada paciente, ao final da analise,
recebeu seu resultado (APENDICE F).

2.1 Analise Genética

A presenga da mutagido no gene do fator V (fator V Leiden) foi detectada
através da analise do DNA, obtido a partir da sua extragdo de células nucleadas
(buffy-coat), provenientes de 5mL de sangue total, apds lise das hemacias, seguida
pela Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e restricao RFLP (restriction fragment
length polymorphism ou fragmentos de restrigdo com polimorfismo de comprimento),
utilizando a enzima Mnll (Barrach et al., 2000).

2.1.1 Extragdao do DNA

Apos coleta do sangue total em tubo com Ks EDTA (15%) 0,34M, o DNA
gendmico foi extraido do buffy-coat, utilizando tampao TKM — 1 (10mM Tris-HCI;
10mM KCI; 10mM MgCl2; 2mM de EDTA), TKM — 2 (10mM Tris-HCI, 10mM KClI,
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10mM MgCly, 0,4M NaCl, 2mM EDTA) e SDS 10%, seguido da adicdo de NaCl 5M

e alcool absoluto para precipitacdo do DNA. Depois de precipitado, o DNA foi lavado
com alcool a 70%, ressuspendido em agua estéril, submetido a corrida eletroforética
a 1%, para verificar a qualidade da extracdo e armazenado em freezer a — 14°C até

sua utilizagao.

21.2 Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR) e RFLP (Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos de Restricdo - Restriction Fragment Length

Polymorphism).

A reacao de PCR foi realizada utilizando primers especificos para a regiao
do exon 10 do gene do fator V, produzindo fragmentos de 220 pb. Os fragmentos
amplificados foram submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose a 1%, para
visualizacdo dos produtos amplificados.

A reacdo de PCR teve um volume final de 50uL, nas seguintes

concentracoes finais:

= 2uL de solugado de DNA

= 200ng de primers FV1 (5 CTTAAGGAAATGCCCCATTA 3) e FV2 (5
CCATGCTTAACAAGACCA 3);

= 0,2mM de desoxinucleotideos;

= 2,5U de Taq DNA Polimerase (Pharmacia®);

» Tampao Tris-HCIl a 10mM, KCIl a 50mM e MgCl,; a 1,5mM.

A reagao de PCR segue os seguintes passos com 30 ciclos de repetigao:

» Desnaturacéo inicial a 94°C por 1 minuto;
» Desnaturagao 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.

A cada reagao foi colocado um tubo controle negativo (agua no lugar do

DNA). Apos a PCR, 8uL de cada produto foram submetidos a eletroforese em gel de
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agarose a 1% com um padrdo de peso molecular de 100pb (pares de base) para

visualizagdo dos produtos da reacdo e confirmagdo da presenca do fragmento de
220 pb.

Em seguida, fez-se a restricao do produto amplificado, utilizando a enzima
Mnll com incubacdo em Banho-Maria a 37°C por 18 horas. Os produtos da restricao
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% para visualizagao
dos fragmentos e posterior documentagéo dos resultados.

A enzima Mnll cliva os produtos de PCR em dois sitios de restricao,
produzindo trés fragmentos de 116pb, 37pb e 67pb. A visualizagdo dos fragmentos
de restrigéo foi feita em gel de poliacrilamida a 7%, corado pelo brometo de etideo e
utilizando um padrdo de peso molecular de 100pb. A presenga de mutagao 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 um fragmento adicional, maior, de 153pb, gerado pela perda do sitio de
restricdo de um dos alelos. O gel de poliacrilamida é mais indicado para a separagao
de fragmentos menores de DNA, permitindo uma analise mais segura dos padrdes

de restricao de cada caso.

A imagem do gel foi capturada em camera digital e transferida para o
computador para posterior documentacao dos resultados.
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Figura 5. llustragdo esquematica do resultado gerado da digestao do fragmento de 220pb PCR,

pela enzima de restrigao Mnll.
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3.1 Dados epidemiolégicos
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Dos pacientes trombofilicos estudados, a presengca da mutagdo no gene

do fator V (fator V Leiden) foi encontrada em 9 de 100 (9%) e no grupo controle em 3
de 110 (2,7%), Tabela 2-Figuras 6 e 7.

Tabela 2 - Detecgao do fator V Leiden em pacientes trombofilicos e populagado controle

Pacientes Grupo
FATOR V LEIDEN Trombofilicos Controle

N° (%) N° (%)

Presenca 09 (9,0) 03 (2,7)
Auséncia 91 (91,0) 107 (97,3)
Total 100 (100) 110 (100)

2,7%
9%

97,3%

Presenca M Auséncia

Figura 6 - Presen¢a da mutagao em

pacientes trombofilicos

Figura 7 - Presenga da mutagao no grupo

controle



43
Observou-se que quanto ao sexo, em 100 pacientes trombofilicos

estudados, 77% eram do sexo feminino e 23% do sexo masculino. Nestes pacientes,
a mutacdo apresentou-se apenas no seu estado heterozigético, 7 de 9 (77,8%) eram
do sexo feminino e 2 de 9 (22,2%) do sexo masculino. No grupo controle, 68 de 110
(61,8%) eram do sexo feminino e 42 de 110 (38,2%) eram do sexo masculino. Neste
grupo, a mutagdo também ocorreu apenas no estado heterozigotico acometendo
100% do sexo feminino (Tabela 3-Figuras 8 e 9).

Tabela 3 - Distribuigdo da presenca da mutagdo em pacientes trombofilicos e grupo controle
portadores do fator V Leiden em relagdo ao sexo

Pacientes Trombofilicos Grupo Controle
SEXO
Com mutagéo (%) | Sem mutagéo (%) | Com mutagéo (%) | Sem mutagio (%)
Masculino 02 (22,2) 21 (23,1) - 42 (39,3)
Feminino 07 (77,8) 70 (76,9) 03 (100) 65 (60,7)
Total 09 (100) 91 (100) 03 (100) 107 (100)
Pacientes Trombofilicos Grupo Controle
100, 100
80
60
40
20
Com Com
mutagio(%) mutagao(%)
OMasculino H Feminino
Figura 8 - Distribuicao da mutagado em Figura 9 - Distribuigao da mutag¢ao no

pacientes trombofilicos grupo controle
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A cor predominante entre os pacientes trombofilicos estudados foi a

parda, representando 59% (59/100), seguida pela cor branca com 37% (37/100). Em

66,7% (06/09) dos pacientes trombofilicos portadores da mutagao foi observada a

cor parda e em 33,3% (03/09), a cor branca. Houve também predominio da cor

parda no grupo controle, representando 69,1% (76/110). A cor branca representou

neste grupo, 27,3% (30/110). O predominio da cor parda no grupo controle portador
da mutacao foi de 100% (Tabela 4-Figura 10 e 11).

Tabela 4 - Distribuicdo da presenga da mutagao em pacientes trombofilicos e

grupo controle portadores do fator V Leiden em relagao a cor

Pacientes Trombofilicos

Grupo Controle

COR
Com mutagéo (%) | Sem mutagdo (%) | Com mutagao (%) | Sem mutagio (%)
Parda 06 (66,7) 53 (58,2) 03 (100) 73 (68,2)
Branca 03 (33,3) 34 (37,4) - 30 (28,1)
Negra - 04 (4,4) - 04 (3,7)
Total 09 (100) 91 (100) 03 (100) 107 (100)
Pacientes Trombofilicos 100+ /=3
80-
100-
60-
80-
601 401
40 201
20- 0
Com Sem
0

Com Sem

mutacdo mutagao

(%) (%)

Figura 10 - Distribuicio da mutagao em
pacientes trombofilicos em relagdao a

cor

mutacao (%) mutacéao (%)

OParda @ Branca ONegra |

Figura 11 - Distribuicdo da mutagao no
grupo controle em relagao a cor
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A tabela 5 indica a faixa etaria dos pacientes em geral. Representa a

idade correspondente a época da ocorréncia do primeiro evento trombadtico. Houve
predominio do evento trombdético de 25,3% (23/91) entre 26 e 33 anos e de 26,4%
(24/91) entre 40 e 47 anos de idade nos pacientes trombofilicos ndo portadores da
mutac&o. Seguida por 19,8% (18/91) entre 33 e 40 anos de idade. A faixa etaria, da
ocorréncia do primeiro evento trombético, entre os portadores da mutacao,
predominou entre 26 e 33 anos de idade, representando 33,4% (03/09) dos
pacientes. No grupo controle houve predominio de 30,8% (33/107) entre os nao
portadores na faixa etaria entre 19 e 26 anos. Entre os portadores da mutacéo no
grupo controle, 66,7% (02/03) estdo na faixa etaria entre 40 e 47 anos de idade.
Dados mostrados na tabela 5-Figuras 12 e 13.

Tabela 5 - Distribuicao da presenca da mutagdao em pacientes trombofilicos e
grupo controle portadores do fator V Leiden em relagao a faixa etaria

Pacientes Trombofilicos Grupo Controle
IDADE
Com mutacéo (%) | Sem mutacéo (%) | com mutacéo (%) |Sem mutacio (%)
1219 02 (22,2) 12 (13,1) - 07 (6,5)
19} 26 02 (22,2) 14 (15,4) 01 (33,3) 33(30,8)
26| 33 03 (33,4) 23 (25,3) - 23 (21,5)
33|40 02 (22,2) 18 (19,8) - 21 (19,7)
40 | 47 - 24 (26,4) 02 (66,7) 23 (21,5)
Total 09 (100) 91 (100) 03 (100) 107 (100)
100- Pacientes Trombofilicos 100 Grupo Controle
80 80.
60 60-
40 40-
20 | i ‘ | i u 20-
0 4

Com
mutacgao
(%)
Sem
mutacgao
(%)
Com
mutagao
(%)
Sem
mutagio
(%)

O12a19 ME19a26 [O26a33
O033a40 MW40a47

Figura 12 - Distribuicao da mutacao em Figura 13 - Distribuigdo da mutagao no
pacientes trombofilicos em relacdo a grupo controle em relagao a faixa
faixa etaria etaria
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3.2 Eventos trombéticos

Os diferentes tipos de eventos tromboticos sofridos pelos pacientes
estudados, estdo apresentados na tabela 6-Figura 14. Houve predominio de
trombose venosa profunda (TVP), em 77% dos pacientes, seguido da doenca
vascular cerebral isquémica (AVC) em 14%. Houve embolia pulmonar (TEP) em 2%
dos pacientes e trombose arterial (TA) em 2% dos pacientes. Além destes casos, a
associagao entre trombose venosa profunda e doenga cerebral vascular isquémica
ocorreu em 1% dos pacientes, a associacdo com embolia pulmonar em 3% dos
pacientes e com trombose arterial em 1%. Nos pacientes portadores da mutacao
88,9% (08/09) sofreram trombose venosa profunda e 11,1% (01/09) trombose

arterial.

Tabela 6 - Distribuicao da presenga da mutagao em relagcao ao tipo de evento

trombético
. Pacientes Trombofilicos
DIAGNOSTICO Com Sem Total(%)
Mutagio(%) Mutagio(%) °
TVP (Trombose Venosa Profunda) 08(88,9) 69(75,8) 77
AVC (Acidente Vascular Cerebral Isquémico) - 14(15,4) 14
TEP (Tromboembolia Pulmonar) - 02(2,2) 02
TA (Trombose Arterial) 01(11,1) 01(1,1) 02
TVP/TEP - 03(3,3) 03
TVPITA - 01(1,1) 01
TVP/AVC - 01(1,1) 01

Total 09(100) 91(100) 100
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Figura 14 - Distribuicdo da mutagdo em relagao ao tipo de evento trombético

3.3 Recorréncia de eventos tromboticos

Em portadores do fator V Leiden houve recorréncia somente em pacientes

com trombose venosa profunda (TVP). Do total de pacientes com TVP, 23,4%

(18/77) apresentaram recorréncia. Em portadores da mutagdo 22,2% (02/09)

sofreram recorréncia de TVP, enquanto 77,8% (07/09) apresentaram um unico

evento. Em pacientes ndo portadores da mutagdo, 23,5% (16/68) sofreram

recorréncia (Tabela 7-Figura 15).

Tabela 7- Distribuicao de pacientes trombofilicos portadores da mutacgao,
segundo a recorréncia de trombose venosa profunda

Pacientes Trombofilicos

RECSE .?\I,EF',“ CIA Total de Com Sem
pacientes(%) Mutacgao(%) Mutacgao(%)
Sim 18(23,4) 02(22,2) 16(23,5)
Nao 59(76,6) 07(77,8) 52(76,5)
TOTAL 77(100) 09(100) 68(100)
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Figura 15-Distribuicao de pacientes trombofilicos em relagao a recorréncia de trombose
venosa profunda

3.4 Eventos Trombéticos x Uso de Contraceptivo Oral (CO)

O uso de contraceptivos orais esta bastante relacionado a eventos
tromboticos. Do total de 77 mulheres que sofreram eventos tromboticos, 50,6%
(39/77) fizeram uso de contraceptivo oral. Dos portadores da mutagéo, 71,4%
(05/07) fizeram uso de contraceptivo oral. No grupo controle, do total de 68 mulheres
estudadas, 47,8% (33/68) usaram contraceptivos orais. Dos portadores deste grupo,
33,3% (01/03) com uso de contraceptivo. (Tabela 8-Figura 16 e 17).

Tabela 8 - Distribuigdo de pacientes trombofilicos e grupo controle em relagao

ao uso de contraceptivo oral (CO)

Pacientes Trombofilicos Grupo Controle
USO DE
co Com Sem Com Sem
Total (%) . . Total (%) . .
Mutacao(%) | Mutagao (%) Mutacao(%) | Mutagéao (%)
Sim 39(50,6) 05(71,4) 34(48,6) 33(47,8) 01(33,3) 32(49,2)
Nao 38(49,4) 02(28,6) 36(51,4) 35(52,2) 02(66,4) 33(50,8)

Total 77(100) 07(100) 70(100) 68(100) 03(100) 65(100)
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Pacientes Trombofilicos Grupo Controle
100- 100
OSim
80- 80; ENio
60- 60
40 40+
20 204
0- 0-
Com Sem Com Sem
mutagao(%) mutagao(%) mutagao(%) mutagao(%)
Figura 16 - Distribuicdo de pacientes Figura 17 - Distribuicdo do grupo
trombofilicos em relagdo ao uso de controle em relagdo ao uso de
contraceptivo oral contraceptivo oral

3.5 Eventos Trombéticos x Aborto

Das mulheres trombofilicas analisadas, 36,4% (28/77) sofreram aborto,
dentre estas ndo havia portadoras do fator V Leiden. No grupo controle, sofreram
aborto, 20,6%(14/68), destas 66,7%(02/03) eram portadoras da mutacéo. Tabela 9-
Figuras 18 e 19.

Tabela 9 - Distribuicao de pacientes trombofilicos e grupo controle em relagao

a ocorréncia de aborto

Pacientes Trombofilicos Grupo Controle
ABORTO Com Sem Com Sem
Total (%) Total (%)
Mutagao (%) | Mutagao (%) Mutacgao (%) | Mutacgao (%)
Sim 28(36,4) - 28(41,2) 14(20,6) 02(66,7) 12(18,5)
Nao 49(63,6) 09(100) 40(58,8) 54(79,4) 01(33,3) 53(81,5)

Total 77(100) 09(100) 68(100) 68(100) 03(100) 65(100)
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Pacientes Trombofilicos Grupo Controle
1004 100,
80+
60-
40 Dsim
ENao
20
0. 4
Com Sem Com Sem
mutagcao(%) mutagao(%) mutagao(%) mutagao(%)
Figura 18 - Distribuicdo de pacientes Figura 19 - Distribuicao do grupo
trombofilicos em relagdo a ocorréncia controle em relagdao a ocorréncia de
de aborto aborto

Na maioria dos pacientes portadores do fator V Leiden, a localizagcdo do
evento foi nos membros inferiores, representando 88,9% (08/09) dos casos. Um
paciente, (11,1%), apresentou localizacdo nas artérias coronarias (infarto do
miocardio) (Tabela 10-Figura 20).

Tabela 10 - Distribuicao de pacientes trombofilicos portadores do fator V

Leiden em relagao a localizagao do evento trombético

~ Pacientes Trombofilicos
LOCALIZACAO .
DO EVENTO TROMBOTICO |  Fortadores ﬂ? ('f,z)t” V Leiden
Membro Inferior 08(88,9)
Artérias Coronarias 01(11,1)

TOTAL 09(100)
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Figura 20 - Distribuicdo de pacientes trombofilicos portadores em relagao a

localizagao do evento trombético

Do total de pacientes portadores, 44,4% (04/09) apresentaram um fator
adicional de risco/morbidade associado. Visto no APENDICE G, sobre o perfil do

portador do fator V Leiden encontrado neste estudo.
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4 DISCUSSAO

Em pacientes com tromboembolismo venoso, o fator de risco mais
comumente encontrado € o fator V Leiden. Existem diferencas na frequéncia desta
mutacdo de acordo com a etnia. Este fato justifica estudos em diferentes
populagdes. O Brasil é caracteristicamente formado por uma populagao
heterogénea. Rezende (1999) relata que, no Brasil, 10% a 20% de pacientes
trombofilicos sado portadores do fator V Leiden. No estado do Ceara, a frequéncia da
populagao controle de 2,7% (03/110) mostra-se um pouco superior da encontrada
por Arruda et al., 1995 (2%). Entretanto, esta porcentagem pode ndo ser
representativa da populacédo cearense devido ao pequeno numero da amostras para
um estudo populacional. A frequéncia do fator V Leiden em pacientes com eventos
tromboticos foi de 9% (09/100). Estes dados mostram-se inferiores aos encontrados
por Barrach et al., 2000, em pacientes da regido de Botucatu (SP) e por Benson et
al., 2001, em pacientes norte-americanos, com frequéncias em torno 12% em ambos
os estudos. No estudo realizado por Arruda et al., 1995, com pacientes da regiao de
Campinas foi encontrada uma frequéncia de 20%, dado semelhante ao encontrado
na Alemanha feito por Kroegel et Reissig, 2003.

Do total de 100 pacientes trombofilicos analisados para a deteccdo do
fator V Leiden, 77% (77/100) eram do sexo feminino e 23% (23/100) do sexo
masculino. Nos pacientes portadores do fator V Leiden, 77,8% (07/19) eram do sexo
feminino e 22,2% (02/09) eram do sexo masculino. Um indice também elevado foi
encontrado por Barrach et al., 2000, que mostra uma prevaléncia de 67% no sexo
feminino portador da mutagéo e por Rosenstingl et al., 2002, em que havia 73,4% do
sexo feminino. Essas frequéncias superiores, em pacientes trombofilicos do sexo
feminino, sao justificadas por alguns autores, pelos fatores de risco aumentados com
0 uso de contraceptivos orais, alteragbes nas proteinas do sistema anticoagulante
em gestantes, além da terapia de reposicdo hormonal na menopausa
(Vandenbroucke et al., 1994; Rintelen et al., 1996; Kupferminc et al., 1999; Pampus
et al., 2001; Peverill, 2003). Entretanto, a relagdo entre os sexos pode modificar
dependendo da idade da populagdo, onde quanto maior a idade, menor sera a

diferenga, Oger et al., 2002. Pacientes com idade abaixo de 45 anos, como
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selecionados neste estudo, a exposigado a fatores de risco adquiridos aumenta

(veja Tabela 1, pag. 24).

A cor predominante dos pacientes estudados foi parda com 59% (59/100),
seguida pela cor branca com 37% (37/100). Nos pacientes portadores da mutacéo,
houve predominio da cor parda em 66,7% (06/09), seguida pela cor branca presente
em 33,3% (03/09). Este predominio é devido a grande miscigenagdo existente no
estado do Ceara. Assim, a cor parda, resultante principalmente da miscigenagéo
entre brancos e negros ou de brancos e indios, mostra a possibilidade de se
encontrar caracteristicas genotipicas da raga branca nestes individuos, como no
caso do fator V Leiden, cuja mutagdo € comumente encontrada em populagdes de

origem caucasiana (Dalback, Zoller et Hillarp, 1996).

Quanto ao primeiro evento trombdtico a faixa etaria predominante foi entre
26 e 33 anos de idade, representando 25,3% (23/91) e a faixa etaria entre 40 e 47
anos com 26,4% (24/91) para os pacientes de ambos os sexos. Entre os pacientes
portadores do fator V Leiden, houve predominio na faixa etaria de 26 e 33 anos,
representado por 33,4% (03/09) para ambos os sexos. Apesar da faixa etaria do
evento trombaético ser a mesma para a maioria da populagdo mutada, a presenga da
mutacdo e a ocorréncia de eventos trombodticos em idades jovens é bem
estabelecido. Rosendaal et al., 1995 relata que a idade média em pacientes
portadores homozigotos de terem seu primeiro evento trombdético € de 31 anos, em
heterozigotos a idade média € de 44 anos e naqueles em que a mutagao é ausente
€ de 46 anos. Barrach et al., 2000 encontrou em seu estudo 83% dos portadores da
mutacao entre as idades de 21 a 40 anos. No estudo de Rosenstingl et al., 2002, a

idade média na época do evento trombético foi de 37,7 anos.

A associacao entre o fator V Leiden e a trombose venosa esta bem
estabelecida. Ha também, citagcdes sobre a associagdo com o aumento do risco de
infarto do miocardio (trombose arterial, comprometendo as artérias coronarias), com
seu maior efeito em mulheres jovens e em fumantes (Gerhardt et al., 2000; Selligson
& Zivelin, 1998; Prohaska et al., 1995; Holm et al., 1994). Outra associagédo é com a
trombose vascular cerebral (Rosenstingl et al., 2002; Rosenberg & Aird, 1999; Zuber
et al., 1995).
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Neste estudo, os pacientes apresentaram diferentes tipos de eventos

trombaticos, 77% (77/100) sofreram trombose venosa profunda (TVP), 14% (14/100)
doenca vascular cerebral isquémica e 2% (2/100) com trombose arterial e embolia
pulmonar em 2%. Em pacientes portadores da mutagcédo, os tipos de eventos
encontrados foram a trombose venosa profunda [88,9% (08/09)] e a trombose
arterial [11,1% (01/09)]. Apesar de descrito na literatura, ndo foi encontrado o fator V
Leiden associado a doenga vascular cerebral. O maior encontro de TVP nestes
pacientes analisados esta de acordo com a literatura, onde Simioni et al., 2002,
Robertorye & Rodgers, 2001 mostraram uma prevaléncia de 67% e 70%,
respectivamente, em pacientes com tromboembolismo venoso portadores do fator V

Leiden.

A recorréncia esta também associada ao fator V Leiden (Ridker et al.
1995; Simioni et al., 1997). Em pacientes com trombose venosa, a incidéncia de
recorréncia da doenca encontrada foi de 23,4% (Prandoni et al., 1996). Dentre os

portadores do fator V Leiden 22,2% (02/09) apresentaram recorréncia.

A frequéncia de recorréncia encontrada neste estudo foi mais alta que o
relatado por Simioni et al., 1997 (18,3%), e inferior a encontrada nos portadores da
mutacéo (23,4% vs 39,7%). Entretanto, a frequéncia de recorréncia em portadores
relatada por Rintelen et al., 1996, foi de 9,5% em pacientes portadores homozigotos,
por paciente por ano, nao sendo relatada diferenca do grupo controle para
portadores em heterozigose. No estudo aqui apresentado nao foram encontrados
portadores homozigotos. Apesar dos dados contraditorios da literatura, a recorréncia
representou um indice indicativo da presenca de mutacdo, mesmo sendo os

portadores heterozigotos.

O uso de contraceptivos orais aumenta significativamente o risco da
ocorréncia de eventos tromboticos em mulheres com trombofilia hereditaria. Ha
relatos que o uso de contraceptivo oral pode estimular o sistema procoagulante,
inibir o sistema anticoagulante e estimular a fibrindlise (Lindqvist et al., 2002;
Bloemenkamp et al., 1998).
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Do total de mulheres com doenga trombdtica analisadas, 50,6% (39/77)

fizeram uso de contraceptivo oral. Nas mulheres trombofilicas portadoras do fator V

Leiden, 71,4% (05/09), fizeram uso de contraceptivo oral.

Bloemenkamp et al., 1998, relata sobre a interagao do fator V Leiden e o
uso de contraceptivos orais. Em mulheres que nao fizeram uso de contraceptivos, o
fator V Leiden aumentou em 7x o risco de trombose, por outro lado, a combinagao
do uso de contraceptivo e a presenca da mutacdo aumentou o risco em 30x a 50x.

A ocorréncia de aborto € também um dos fatores associados a mutacao
do fator V Leiden (Facchinetti et al., 2003; Rades et al., 2003; Many et al., 2001). O
fator V Leiden foi encontrado em 25% em mulheres com perda na gravidez quando
comparado a 7,6 em mulheres com gravidez normal (Sarig et al., 2002). Neste
estudo a presenga de pacientes com relato de aborto foi de 36,4% (28/77) dos
casos. Do total de portadoras do fator V Leiden, nenhuma paciente teve relato de

aborto.

Neste estudo, a diferenca entre pacientes trombofilicos e populagdo
controle nao foi estatisticamente significante (p=0,19), mas o risco estimado para o
evento trombdtico foi de 2,46. Cabe a sugestdo de aumentar tanto o numero de
pacientes estudados quanto o numero da populagdo controle. A avaliagdo de
pacientes trombofilicos em relagdo ao fator V Leiden na prevencdo de futura
recorréncia € muito importante, pois, além da melhoria da conduta terapéutica e

diagndstica, tem grande valia na prevengao familiar.
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5 CONCLUSOES

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

1- O fator V Leiden contribuiu em 9 % dos casos estudados. A diferenca entre
pacientes trombofilicos e populagdo controle ndo foi estatisticamente significante

(p=0,19), mas o risco estimado para o evento trombético foi de 2,46;

2- A faixa etaria predominante da populagao portadora foi de 26-33 anos (33,4%),
sendo a populagao feminina a mais frequente. Contrariamente aos dados literarios a
cor parda foi a mais associada, indicando que na miscigenagao entre brancos e
indios como ditos na populagéo cearense, perpetuam caracteristicas genotipicas da

raca branca;

3- A Trombose Venosa Profunda foi o evento predominante, como ja descrito na
literatura, mas a associacdo com a trombose arterial, controversa na literatura,

suscita a que mais estudos sejam feitos envolvendo esta associagao;

4- A presenca de recorréncia de eventos tromboticos, apesar de nao ser em

frequéncia elevada, pode ser considerada um indicativo da presenca da mutacéo;

5- O fator de risco associado ao fator V Leiden predominante foi o uso de

contraceptivo oral, presente em 71,4% das portadoras;

6- A grande heterogeneidade da populagdo brasileira pode ser observada nas
diferentes frequéncias do fator V Leiden, encontradas inter e intra-regides do pais,
tanto da populagdo controle quanto na de estudo, reforcando a necessidade de

estudos associados a eventos trombéticos e populacionais.
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APENDICE A — APROVAGAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA (UFC)

Universidade Federal do Ceara
Comil€ de Edica em Pesquisa

OF. N° 258/2001 ~ Fortaleza, 29 de outubro de 2001
Protocoly COMEPE n° [78/01 ‘ '

Pesquisador responsavel: Dra. Silvia Helena Barem Rabenrorst o
Dept®./Servigo: Departamento de Patologia e Medicina Legal/UFC

Titulo do Projeto: “Mulagio do fator V-Leiden: Estudo de fregiléncia
p()pulduonﬂl € detecgao em pacientes portadores de falores de risco - para_;_-_

trombose”

Levamos ao conhecimento de V.S% que o Comité de Etica em Pesquisa ¢ -
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro” :
_das normas que regulamenfam a pesquisa-em scres humanos, do Conselho
Nacional de Salide — Ministério da Sadde, Resolugdo n°196 de 10 de outubro de
1996 ¢ Resolugdo n® 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial,
‘cm 16 de outubro de 1996 e 23 de selcmbro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunido do dia 25 de outubro de 2001.

_Atenciosamente,

handpure

: q}rc ¢ E];su!!!!. -R"“ml de Tnumﬂ :

(o dp iica em Pesquise
'[Wd“ég]n:llal (= HUWCMF



APENDICE B - FICHA DO PACIENTE
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PACIENTES COM FATORES DE RISCO PARA TROMBOSE

Data: / /
Nome:

NO

Prontuario:

Procedéncia:

Telefone (contato):

Sexo: F M Idade: Cor:
Ascendéncia Familiar:

Uso de Terapia Estrogénica: Sim Nao

Ja usou

Contraceptivos

Reposicio

Quanto tempo

Quantos

Aborto: Sim Nao Quantos

Diagnéstico:

Fatores associados:

Historia anterior de trombose

Infarto

Outro fator relevante:

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

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

Resultado:




APENDICE C - FICHA DO VOLUNTARIO
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FICHA DE VO!_UNTARIO PARA A PESQUISA
DA MUTACAO PARA O FATOR V LEIDEN

Data: / /
Nome:

NO

Procedéncia:

Telefone (contato):

Sexo: F M
Ascendéncia Familiar:

Idade: Cor:

Uso de Terapia Estrogénica: Sim Nao

Ja usou

Contraceptivos

Reposicio

Quanto tempo?

Quantos?

Aborto: Sim Nao Quantos?

Fatores associados:

Outro fator relevante:

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

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

Resultado:
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APENDICE D - TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE
TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Instituicdo: Departamento de Patologia e Medicina Legal

Setor: Genética/ Laboratério de Genética Molecular

Endere¢o: Rua Monsenhor Furtado S/N. Bairro: Rodolfo Tedfilo.

Investigador Responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Titulo: Pesquisa de Fatores de Predisposicdo a Trombofilia”

Protocolo: Amplificagdo do Exon 10 do Gene do Fator V Seguido de Restricdo

Eu, por este meio, fui
informado (a), em detalhes, sobre o estudo intitulado - Pesquisa de Fatores de
Predisposicao a Trombofilia“. Serei um dos participantes deste estudo em diversas
instituigdes.

O estudo em questao pretende associar fatores genéticos de risco que podem levar
a fendbmenos trombodticos de modo a efetuar medidas preventivas, de forma a obter o
maximo de beneficios para o paciente. Eu compreendo que minha participacdo é
inteiramente voluntaria.
Todos os dados da minha participacdo neste estudo serdao documentados e mantidos
confidencialmente, sendo disponiveis apenas para as autoridades de saude e profissionais
envolvidos neste estudo.

Como minha participagdo € voluntaria, posso abandonar o estudo a qualquer
momento, sem que isso resulte em qualquer penalidade ou perda de meus direitos.
Se eu tiver qualquer duavida ou perguntas relativas a este estudo ou aos meus direitos no
que diz respeito a minha participagcdo, posso contactar ,no
telefone

Assinatura do paciente:

Data:

Endereco e telefone do paciente:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Data:

Assinatura do investigador:
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APENDICE E — TERMO DE CONSENTIMENTO DO VOLUNTARIO

Instituicdo: Departamento de Patologia e Medicina Legal

Setor: Genética/ Laboratério de Genética Molecular

Endere¢o: Rua Monsenhor Furtado S/N. Bairro: Rodolfo Tedfilo.

Investigador Responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Titulo: Pesquisa de Fatores de Predisposi¢cdo a Trombofilia”

Protocolo: Amplificagdo do Exon 10 do Gene do Fator V Seguido de Restricdo

Eu, por este meio, fui
informado (a), em detalhes, sobre o estudo intitulado - Pesquisa de Fatores de
Predisposicao a Trombofilia“. Serei um dos participantes deste estudo em diversas
instituigdes.

O estudo em questao pretende associar fatores genéticos de risco que podem levar
a fendbmenos trombodticos de modo a efetuar medidas preventivas, de forma a obter o
maximo de beneficios para o paciente. Eu compreendo que minha participacdo é
inteiramente voluntaria.
Todos os dados da minha participacdo neste estudo serdao documentados e mantidos
confidencialmente, sendo disponiveis apenas para as autoridades de saude e profissionais
envolvidos neste estudo.

Como minha participagdo € voluntaria, posso abandonar o estudo a qualquer
momento, sem que isso resulte em qualquer penalidade ou perda de meus direitos.
Se eu tiver qualquer duvida ou perguntas relativas a este estudo ou aos meus direitos no
que diz respeito a minha participagcdo, posso contactar ,no
telefone

Assinatura do Voluntario:

Data:

Endereco e telefone do voluntario:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Data:

Assinatura do investigador:
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APENDICE F — MODELO DO RESULTADO DO EXAME DE DETECGAO DO

FATOR V LEIDEN

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

Nome:

Prontuario:

Instituicdo de origem:

Indicagao:

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

Resultado: Auséncia de Mutagio

100pb paciente  100pb
Ladder Ladder

e Auséncia do fragmento de 153pb

Universidade Federal do Ceara
Laboratério de Genética Molecular
Depto. de Patologia e Medicina Legal

Silvia Helena Barem Habenhorst (Prf? Orientadora)

Eunice Bobo de Carvalho (Mestranda)



APENDICE G

PORTADOR DO FATOR V LEIDEN
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— PERFIL ENCONTRADO DO PACIENTE TROMBOFILICO

Tipo de Fator de Risco
Sexo Cor Idade Local Uso de CO . .
Evento Associado/Morbidade
Suspeita de
Feminino Branca 12 TVP MI Nao Sindrome de Turner
Feminino Branca 18 TVP MI Sim -
Feminino Parda 23 TVP MI Sim -
TVP (02
Feminino Branca 25 eventos) MI Nio -
Feminino Parda 27 TVP MI Sim -
Artérias Tabagismo (5-10
Masculino Parda 30 TA Coronarias - cigarros/dia)
TVP (02
Feminino Parda 32 eventos) MI Sim -
Obesidade, Diabete
Feminino Parda 36 TVP MI Sim hipertensao, tabagismo
Masculino Parda 37 TVP MI - Sindrome nefrética




