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RESUMO

Os eventos trombofilicos podem ser desencadeados por
varios motivos, entre os quais se destaca a influéncia do
fator genético sobre a predisposi¢do a formagdo de
trombos. A presenca de mutacdes em genes que
codificam os fatores da cascata de coagulacdo pode
acarretar sérios danos a satide do individuo. A trombose
¢ uma doenga que atinge 1 em cada 1.000 individuos
adultos por ano e esta ligada ao perfil genético. Por isso,
descobrir a mutagao tanto no gene do fator V de Leiden
quanto no gene da PTCR (protrombina G20210A) ¢
importante para a populacdo, ja que esses fatores estdo
ligados a coagulacdo sanguinea. O objetivo deste estudo
¢ verificar a prevaléncia das mutagdes no gene do fator V
de Leiden e no gene da PTCR em 153 individuos da
populacdo académica da Fundagdo Herminio Ometto
(FHO|Uniararas), localizada na cidade de Araras-SP. A
analise das amostras foi realizada por meio da técnica de
reacdo de cadeia da polimerase, seguida de restrigdo
enzimatica (PCR-RFLP). A prevaléncia da mutacao do
gene do fator V de Leiden foi encontrada em 10,2%
(5/49) em heterozigose de somente 49 individuos
estudados, e ndo foi encontrada, nas amostras (0/153), a
prevaléncia para a muta¢do do gene da PTCR. Assim,
pode-se afirmar que a prevaléncia encontrada no gene do
fator V de Leiden estd dentro dos pardmetros encontrados
por outros autores. Este estudo contribui no sentido de
ressaltar a importancia de se pesquisar a relagdo entre
fatores genéticos e doengas tromboliticas.
Palavras-chave: Fator V de Leiden; Protrombina;
Trombose; Perfil genético.

ABSTRACT

Thrombophilic events can be triggered for several
reasons, among which the influence of the genetic factor
on the predisposition to thrombus formation is
highlighted. The presence of mutations in genes
encoding the factors of the coagulation cascade can lead
to serious damage to the health of the individual.
Thrombosis is a disease that affects 1 in 1,000 adult
individuals per year and is linked to the genetic profile.
Therefore, finding the mutation in both the Leiden factor
V gene and the PTCR gene (prothrombin G20210A) is
important for the population, since these factors are
linked to blood clotting. The objective of this study is to
verify the prevalence of mutations in the Leiden factor V
gene and the PTCR gene in 153 individuals from the
academic population of the Herminio Ometto
Foundation (FHO|Uniararas), located in the city of
Araras, SP, Brazil. Samples were analyzed using the
polymerase chain reaction technique, followed by
enzyme restriction (PCR-RFLP). The prevalence of the
Leiden factor V gene mutation was found in 10.2% (5/49)
in heterozygosis of only 49 subjects studied, and the
prevalence of the mutation of the Leiden factor V gene
was not found in the samples (0/153), the gene of the
PTCR. Thus, it can be stated that the prevalence found in
the Leiden factor V gene is within the parameters found
by other authors. This study contributes to highlight the
importance of researching the relationship between
genetic factors and thrombolytic diseases.

Keywords: Factor V of Leiden; Prothrombin;
Thrombosis; Genetic profile.
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INTRODUCAO

A genética médica ndo aborda apenas o
paciente, e sim a familia como um todo.
Uma historia familiar abrangente é uma
etapa inicial importante na andlise de
qualquer doenca, seja esta sabidamente
genética ou ndo [...]. A historia familiar é
importante porque pode ser crucial no
diagnostico, pode demonstrar que um
determinado transtorno é hereditario,
fornece informagoes sobre a historia
natural de uma doenca e variacoes em sua
expressdo, e pode esclarecer o padrdo de
heranca. Alem disso, a descoberta de um
componente familiar em um transtorno
médico permite estimar o risco em outros
membros da familia de modo que o
tratamento  apropriado, prevencdo e
consulta genética seja oferecida ao
paciente e a familia (NUSSBAUM et al.,
2008, p. 1).

Segundo Konopka et al. (2010), a trombose ¢
uma doenca de carater multifatorial que atinge em
média 1 em cada 1.000 individuos adultos por ano. Sua
incidéncia varia de acordo com a idade dos individuos
da populagdo: entre 20 e 40 anos, por exemplo, a
ocorréncia de trombose € dez vezes menor do que em
individuos de faixas etarias mais avangadas.

Em pesquisa realizada nos Estados Unidos,
estima-se que, anualmente, sdo internadas 300 mil
pessoas em decorréncia de trombose venosa profunda
e 600 mil com tromboembolismo pulmonar, quadro
grave que causa a morte de 50 mil pessoas por ano. No
Brasil, a partir de dados de internacdes do SUS
(Sistema Unico de Satde), estima-se que 28 mil
pessoas sdo hospitalizadas em decorréncia de embolia
pulmonar, quadro que causa a morte de 4.247 pessoas
por ano.

Diferentemente das doengas monogeénicas,
cuja mutacdo em um Unico gene resulta na
enfermidade, nas doencas multigénicas, como a
trombose venosa, as varias mutacdes em diferentes
genes fazem com que a interagdo destes favoreca o
adoecimento. Assim, a predisposi¢do a trombose
venosa associada a presenca de uma alteracao genética
isolada ¢ relativamente baixa; porém, quando se tem
mutacoes em varios genes, o risco de predisposi¢do a
esta doenca aumenta significativamente
(GUIMARAES et al., 2009). Segundo Guimardes et
al. (2009), as trombofilias hereditarias ocorrem, em
geral, em decorréncia de mutagdes nos genes que

codificam os fatores da cascata de coagulacdo, como a
mutacao G1691A no gene do fator V e a mutagao
G20210A no gene da protrombina (fator II), ou de
alteragdes relacionadas a inibidores fisiologicos da
coagulagcdo, como a antitrombina, a proteina C ¢ a
proteina S. A mutacdo G1691A, também conhecida
como fator V de Leiden, resulta no fenotipo chamado
resisténcia a proteina C ativada e € encontrada em 20%
a 40% dos pacientes com trombose. J4 a mutagdo
G20210A, conhecida como protrombina mutante,
pode elevar em 30% os niveis plasmaticos de
protrombina (hiperprotrombinemia) e,
consequentemente, causar coagulacdo exacerbada, o
que aumenta o risco de trombose.

O diagnostico que indica alteracao no gene da
protrombina ¢ obtido por meio de métodos de biologia
molecular. A investigacdo laboratorial por meio de
exames considerando-se os niveis de protrombina nao
¢ aconselhavel, ja que existe uma grande sobreposi¢ao
entre os valores apresentados por individuos normais
e os valores encontrados nos individuos portadores da
mutacdo (RAMOS et. al., 2008).

No inicio de 1990, Svensson e Dahlback
apresentaram os resultados de seus estudos
populacionais realizados em pacientes com
trombose  venosa idiopatica.  Inicialmente,
observaram que em um laboratorio ocorria certa
anormalidade em relacdo a resisténcia especifica a
proteina C ativada, que se encontrava em uma taxa
muito mais frequente nos casos que estavam sendo
estudados do que nos controles. A partir dessa
observacdo, comegaram a  procurar  por
polimorfismos em regides do gene do fator V, que
codificava para locais de clivagem da proteina C.
Uma Unica substituigdo de base, adenina por
guanina na posicdo 1.691, codificada para a
substituicgdo de glutamina por arginina no
aminoacido 506, foi evidenciada em quase todos os
casos. A partir disso, o fator V, o qual possuia a
mutagdo, foi encontrado, e, posteriormente, sua
fun¢do normal de pro-coagulante foi testada em in
vitro. Verificou-se, assim, que o fator V & resistente
a inativagao pela proteina C, o que demonstrou que
a resisténcia a proteina C observada na populacao
estudada vinha da mutacdo nele presente. A
mutagdo, entdo denominada fator V de Leiden, foi
encontrada com uma taxa de prevaléncia de 5 a
10%, sendo mais comum em etnias europeias e
escandinavas (DONAHUE, 2004).

Segundo Godoy (2005), o risco de
trombose venosa em pessoas homozigotas para a
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mutagdo pode aumentar de cinquenta a cem vezes
em relacdo aos individuos normais; no entanto,
muitas delas podem ndo desenvolver a doenca, a
ndo ser que sejam expostas aos fatores de risco,
como traumas, cirurgia, gravidez, uso de
anticoncepcionais, terapia hormonal, além de
tabagismo.

Existem relatos de que o wuso de
medicamentos contraceptivos orais pode acarretar
alteracdes em alguns sistemas, tais como o pro-
coagulante e o anticoagulante, assim como alterar
a fibrindlise, fazendo com que o risco de eventos
trombdticos aumentem (MOREIRA, et.al., 2009)

As interacoes entre os fatores ambientais e
genéticos contribuem para o desenvolvimento do
tromboembolismo. Além do fator V de Leiden, a
protrombina G20210A (PTCR) ¢ também uma
alteracdo genética comumente associada a
predisposicao a trombose (RAMOS et al., 2006).
Vale dizer que a protrombina mutante ndo foi
encontrada em pacientes negros ou asiaticos até o
momento, o que indica que, nesses grupos, a
mutacdo nao tem frequéncia ou possui frequéncia
extremamente rara (HERKENHOFF et al., 2012).

Segundo Pujol-Perez; Aras; Escolar (2012),
a trombose venosa (VT) ocorre como resultado de
uma combinagdo dos fatores de riscos genéticos e
ambientais, tais como a idade, realizacdo de
cirurgia, traumatismo, cancer, gravidez e terapia
hormonal. Para Moreira et al. (2009), o uso do
cigarro pode ser associado a elevagao dos niveis de
fibrinogénio plasmatico e com isso a via intrinseca
da coagulagdo ¢ ativada, causando danos a parede
vascular e favorecendo a formacao de trombos. O
objetivo deste estudo € trazer mais informacgdes
sobre o perfil genético do fator V de Leiden e da
protrombina mutante na popula¢dao do interior do
estado de Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi aprovado pelo Comité em
Etica e Pesquisa sob protocolo n[] 876.060. A
extracdao e purificacdo do DNA foram realizadas
utilizando-se os reagentes fenol-cloroformio
(BioAgency, Brasil) de acordo com as instrugdes
do fabricante. Apos a obtencdo do DNA genomico,
foi realizado a amplificagdo deste por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

! Programa de aquisicio de imagem.

As andlises moleculares nos genes do fator
V de Leiden e da protrombina foram realizadas em
153 individuos, sendo 111 mulheres ¢ 42 homens,
com faixa etaria entre 18 e 54 anos. Para o estudo,
foram coletados 5 mL de sangue venoso de alunos
e funciondarios voluntarios presentes na institui¢ao
Fundacdao Herminio Ometto (FHO|Uniararas) para
ser realizada a extracao e purificagdo do DNA.

Analise da mutacio no gene Fator V de Leiden

Para a amplificagdo do gene fator V de
Leiden (FVL), utilizou-se Agua Milli Q (30,5 pL),
tampao PCR (Tris-HCl, 200 mM) 10x (5 pL),
MgCl2 (3 pL), deoxinucleotideos trifosfatos
(dANTPs) (5 pL); um par de primers especificos,
sendo: FV1 (5'- CTTAAGGAAATGCCCCATTA-
3" 2 pL) e FV2 (5'-
CCATGCTTAACAAGACCA- 3) (2 uL)
(Invitrogen, USA), Tag DNA polimerase
recombinante (5 U/uL) (0,5 pL) (Invitrogen,
Brasil); e DNA gendmico de cada individuo (2 pL).
A reacao foi realizada em 35 ciclos de amplificagao
nas temperaturas de: 94°C (30s), 53°C (30s) e 72°C
(30s) em termociclador Amplitherm TX96.

Para a digestdo do DNA amplificado do
FVL, foi preparado um mix contendo Agua Milli Q
(17 pL), tampao NEBuffer 4 (10X) (2 uL) (Thermo
Scientific, USA), aliquota da amostra amplificacdo
(10 uL) e enzima de restricao Mnll (1 uL) (Thermo
Scientific, USA), levado para incubacdo a 37° C
por 30 minutos. O produto final da digestdo foi
separado por eletroforese em gel de agarose 2%
marcado com brometo de etidio e visualizado em
transiluminador sob luz violeta. A interpretacao dos
resultados foi realizada apo6s a fotodocumentagao
digital feita por meio do programa GeneSys’, no
qual as marcacdes ¢ a banda foram comparadas.
Apdés a digestdo, o alelo normal apresenta
fragmentos de 120 e 42 pares de base (pb); ja o
homozigoto apresenta fragmentos de 162 pb; e o
heterozigoto apresenta fragmentos de 162, 120 ¢ 42
pb.

Analise de mutacio no gene da Protrombina
Para a amplificag¢dao do gene da protrombina
(PTCR) utilizou-se Agua Milli Q (30,5 pL),
tampao PCR (Tris-HCI, 200 mM) 10x (5 uL),
MgCI2 (3 uL), deoxinucleotideos trifosfatos
(ANTPs) (5 pL); um par de primers especificos;
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sendo: PTCRI1 (5°-
TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3") (2 uL) e
PTCR2 (5’-ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC-
3’) (2 uL) (Invitrogen, USA), Tag DNA polimerase
recombinante (5 U/uL) (0,5 pL) (Invitrogen,
Brasil); e DNA genomico de cada individuo (2 pL).
A reagdo foi realizada em 35 ciclos de amplificacao
nas temperaturas de: 94°C (Imin), 53°C (Imin) e
72°C (1min) em termociclador Amplitherm TX96.

Para a digestdo do DNA amplificado do
PTCR, foi preparado um mix contendo Agua Milli
Q 17 pL, tampao NEBuffer 2 (2 pL) (Thermo
Scientific, USA), aliquota da amostra amplificacao
(10 pL) e enzima de restricio Hind 1II (1 pL)
(Thermo Scientific, USA ), levado a incubagdo a
37° C por 30 minutos. O produto final da digestao

foi separado por eletroforese em gel de agarose 2%
marcado com brometo de etidio e visualizado em
transiluminador sob luz violeta. A interpretacao dos
resultados foi realizada apos a fotodocumentagao
digital feita por meio do programa GeneSys, no
qual as marcacdes ¢ a banda foram comparadas.
Apdés a digestdo o alelo normal apresenta
fragmento tUnico de 345 pb; o heterozigoto,
fragmentos de 345, 322 e 23 pb; e o homozigoto,
fragmentos de 322 e 23 pb.

RESULTADOS

Dentre as 153 amostras de DNA analisadas,
a mutacdo G20210A no gene PTCR ndo foi
observada em nenhum individuo (Figura 1).

Figura 1 Fragmentos de DNA apos a digestdo enzimatica com Hind 111 em gel de agarose 2%. Todas as amostras
representam o genétipo normal para a mutagdo no gene do PTCR.

Fonte: Imagem adquirida por fotodocumentagédo realizada no programa GeneSys.

Em relagdo a genotipagem da mutacdo
G1691A no gene do FVL, foi possivel analisar
apenas 49 amostras em funcao da falta de material
referente a enzima de digestdo Mn/l. Em razdo de
seu alto custo, foi liberada, para este estudo, a
compra de somente uma fragdo, que correspondia a
50 digestdoes de DNA. A partir das andlises,

verificou-se que a mutagdo G1691A estava
presente em heterozigose em 10,2% dos individuos
analisados (5(149), o que representa 5,1% dos
alelos com mutacao (5(198) (Figura 2).

Entre as cinco pessoas que apresentaram a
mutacdo para o gene do FVL, trés eram homens
(60%) e duas eram mulheres (40%).

Figura 2 Eletroforese em gel de agarose 2% indicando os fragmentos de DNA de 162 ¢ 120 pb (seta) gerados
apos digestdo enzimatica com Mn/ I de um individuo heterozigoto para a mutagdo do fator V de Leiden.

Fonte: Imagem adquirida por fotodocumentacao realizada no programa GeneSys.
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DISCUSSAO

A partir da realizagdo do presente estudo, foi
encontrada prevaléncia de 10,2 % para a mutag@o no
gene do FVL na populacao estudada. Ja no estudo
de RAMOS et.al. (2006), obteve-se prevaléncia de
13,3% na populacdo estudada. Apesar de o estudo
de Ramos et. al. (2006) apresentar porcentagem de
prevaléncia maior, o resultado obtido no presente
estudo ainda estd dentro da média apresentada no
estudo de DONAHUE (2004), que varia entre 5 a
10% na populagdo caucasiana.

Com relagdo aos resultados obtidos no
estudo da mutacdo do gene da PTCR, nao foi
encontrada prevaléncia na populagao estudada.
Ramos et.al. (2008), no entanto, encontraram em seu
estudo uma prevaléncia de 6% na popula¢ao; isso se
deve ao fato de que o numero de amostras utilizadas
¢ bem maior do que o utilizado para este estudo.

Nos estudos de Guimardes et.al. (2009) e
Herkenhoff et.al. (2012), indica-se que essas
mutacoes, FVL e PTCR, sdo extremamente raras em
populagdes ndo caucasianas, tais como africanas,
chinesas, japonesas etc. Além disso, € sabido que em
decorréncia da grande miscigenagdo do povo
brasileiro, alguns genes podem ser mais “diluidos”,
assim, sua prevaléncia diminuir consideravelmente
na populagao.

Entre os individuos que possuem o perfil
polimorfico para a mutacdo no gene do FVL,
nenhum fazia uso de medicamentos anticoagulantes
e somente um fazia uso de terapia hormonal. O uso
de anticoncepcionais pode oferecer um risco
consideravel para a ocorréncia de um evento
trombotico e, somando-se o fator genético, esse
risco pode aumentar ainda mais. No estudo
realizado por Moreira et.al. (2009), 88 mulheres
(61,5%) que tinham doencga trombotica faziam uso
de anticoncepcionais orais.

Em comparacdo com o estudo de Ramos
et.al. (2008), a taxa de homens que apresentaram a
mutagao para o gene do FVL foi menor do que o
resultado obtido no presente estudo. No estudo de
Ramos et.al. (2008), apenas 1 homem apresentou a
mutacdo para o FVL, enquanto, neste estudo, o total
foi de 3 homens. Pode-se afirmar que os homens
sofrem menos com a interferéncia ambiental do que
as mulheres, uma vez que estas podem fazer uso, por
exemplo, de terapia hormonal. No entanto, homens
que fazem uso de cigarro ou alcool nao ficam livres
do risco de um evento tromboético acontecer. No
estudo de Moreira et.al. (2009), o uso do tabaco foi

associado ao aumento de aproximadamente 16
vezes das chances de desenvolver a trombose; ja o
alcool, de 5 vezes.

CONCLUSAO

O diagnostico molecular ¢ um fator muito
importante para se complementar a parte clinica de
uma doenga, principalmente no caso da trombose,
visto que a juncdo de varios fatores, tanto
ambientais quanto genéticos, pode influenciar a
vida do paciente que estd predisposto a um evento
trombotico.

A prevaléncia da mutagdo no gene do fator
V de Leiden encontrada neste estudo se mostrou
equivalente a resultados encontrados em outros
estudos.

Ja a prevaléncia da mutacdo no gene do
PTCR nao foi encontrada neste estudo, uma vez
que ¢ maior em populagdes caucasianas e europeias
e extremamente rara em africanos, japoneses,
chineses etc. A populagdo brasileira ¢ uma das mais
heterogéneas do mundo, e essa miscigena¢do faz
com que alguns genes sejam “diluidos”, o que
dificulta muito a tarefa de encontra-los.
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