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Em uma parcela de pacientes com quadro clínico hemorrágico ou trombótico, nenhum 

diagnóstico etiológico é estabelecido. Os pacientes com doença hemorrágica, muitas vezes 

importante, podem apresentar todos os exames de triagem e dosagem específica de fatores 

da coagulação dentro dos valores da normalidade. Quanto à trombose venosa (TVP), o 

diagnóstico de trombofilia hereditária e adquirida somente é estabelecido em 70% dos 

pacientes, fato que sugere a presença de mecanismos adicionais raros ou ainda 

desconhecidos na etiologia da doença. Assim, a investigação de alterações da fibrinólise ou 

do FXIII, que são condições raras, torna-se interessante em pacientes selecionados.  

Uma primeira análise avaliou a atividade do plasminogênio, da α2-antiplasmina (α2-AP), do 

inibidor da fibrinólise ativado pela trombina ativado (TAFIa), do inibidor do ativador do 

plasminogênio do tipo 1 (PAI-1), do fator XIII (FXIII); e o tempo de lise das euglobulinas 

(TLE) e a área de lise em placa de fibrina (ALPF) em 31 pacientes com TVP espontânea, 

sendo 12 (38,71%) do sexo masculino e 19 (61,29%) do sexo feminino, com idade mediana 

de 37 anos (20-61). O grupo de doenças hemorrágicas foi composto por 45 pacientes, 7 

(15,6%) do sexo masculino e 38 (84,44%) do sexo feminino, com idade mediana de 32 

anos (18-64). O grupo controle foi composto por 50 indivíduos, 23 (46%) do sexo 

masculino e 27 (54%) do sexo feminino, com idade mediana de 31 anos (18-53).  

O grupo hemorrágico mostrou um aumento significativo do TAFIa (p=0,008), tanto em 

relação ao grupo controle como ao grupo TVP. Talvez esse aumento seja decorrente da 

ação da plasmina sobre o pró-TAFI, atuando como um mecanismo de feedback para 

equilibrar a menor ativação do mesmo pela trombina. A correlação positiva entre o TAFI e 

o TLE pré (p=0,01) e pós-oclusão (p=0,04) sugere que o aumento do primeiro acarreta 

hipofibrinólise. Contudo, mesmo com a análise de apenas algum dos componentes 

sugerindo hipofibrinólise, o resultado final nestes pacientes (TLE e ALPF) favorece um 

estado de aumento da fibrinólise.  

Apesar de um grupo muito selecionado, apenas 1 paciente mostrou deficiência grave de 

PAI-1, 1 paciente com deficiência leve de FXIII e nenhum paciente com deficiência de  

α2-AP, evidenciando que são de ocorrência muito rara, pois a população de cobertura do 

Hemocentro é de aproximadamente 1,5 milhão de habitantes. 
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xxxix
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O grupo de TVP mostrou uma diminuição do TAFIa (p<0,001), que talvez possa ser 

explicado pela menor geração de plasmina, uma vez que os mesmos apresentam 

hipofibrinólise caracterizado por um TLE aumentado (p=0,01) e por uma ALPF diminuída 

(p=0,04). O aumento do PAI-1 foi encontrado em 32% dos pacientes em comparação ao 

grupo controle, o que favorece a hipofibrinólise e corrobora os achados da literatura. 

Nenhum dos pacientes apresentou deficiência de plasminogênio, sugerindo que esta 

alteração não está associada a TVP. A atividade de FXIII estava significativamente 

aumentada nesses pacientes, e talvez este seja um mecanismo que contribui para a 

hipofibrinólise. 

De todos os exames realizados neste estudo, os que avaliaram a atividade global do sistema 

fibrinolítico (TLE e ALPF) foram os que mais refletiram o quadro clínico dos pacientes 

hemorrágicos e trombóticos, decorrente da interação in vivo dos componentes da 

fibrinólise. 

Uma segunda análise teve como objetivo investigar a prevalência dos polimorfismos 

Arg6Trp no gene da α2-AP e -438G/A, Ala147Thr e Thr325Ile no gene do TAFI, sua 

correlação com a atividade plasmática, assim como sua associação com o risco de TVP, em 

uma população brasileira.  Inicialmente determinaram-se os genótipos do TAFI em um 

grupo controle, constituído por 352 indivíduos, com idade mediana de 32 anos (16-63), 

sendo 68 (19,32%) do sexo masculino e 284 (80,68%) do sexo feminino. Os polimorfismos 

foram determinados em um grupo de 278 pacientes com TVP, com idade mediana de 35 

anos (13-63), sendo 106 (38,13%) do sexo masculino e 172 (61,87%) do sexo feminino. Os 

resultados não mostraram diferença na prevalência dos polimorfismos entre os grupos, e 

que os mesmos não estavam associados ao risco de trombose. 

O polimorfismo Arg6Trp no gene da α2-AP foi determinado nesses mesmos grupos, com 

número reduzido de indivíduos. Assim, foram incluídos 167 indivíduos saudáveis, com 

idade mediana de 35 anos (16-63), sendo 51 (30,54%) do sexo masculino e 116 (69,46%) 

do sexo feminino. O grupo de TVP foi composto por 161 pacientes, com idade mediana de 

36 anos (13-63) sendo 43 (26,71%) do sexo masculino e 118 (73,29%) do sexo feminino. 

Os resultados não mostraram nenhuma diferença entre os grupos estudados. 
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In a parcel of patients with hemorrhagic or thrombotic clinical picture, none etiologic 

diagnosis is established. The patients with hemorrhagic desorder, many times important, 

can present all inside the screening tests and specific dosage of factors of the coagulation of 

the values of normality. In relation to deep venous thrombosis (DVT), the diagnosis of 

thrombophilia hereditary and acquired only is established in 70% of the patients, fact that 

suggests the presence of mechanisms still adds rare or unknown in the etiology of the 

illness. So, the inquiry of alterations of fibrinolysis or the FXIII, that is rare conditions, 

becomes interesting in selected patients. 

A first analysis evaluated the activity of plasminogen, of α2-antiplasmin (α2-AP), of active 

thrombin activable fibrinolysis inhibitor (TAFIa), of plasminogen activator inhibitor type 1 

(PAI-1), of factor XIII (FXIII); and the euglobulin clot lysis time (ECLT) and the lysis area 

on fibrin plate (LAFP) and in 31 patients with spontaneous DVT, being 12 (38,71%) of 

masculine sex and 19 (61,29%) of the feminine sex, with medium age of 37 years (20-61). 

The group of hemorrhagic illnesses was composed for 45 patients, 7 (15,6%) of masculine 

sex and 38 (84,44%) of the feminine sex, with medium age of 32 years (18-64). The control 

group was composed for 50 healthy individuals, 23 (46%) of masculine sex and 27 (54%) 

of the feminine sex, with medium age of 31 years (18-53). 

The hemorrhagic group showed a significant increase of the TAFIa (p=0,008), as much in 

relation to the control group as to group DVT. Perhaps this increase is decurrent of the 

action of the plasmin on pro-TAFI, acting like a mechanism of feedback to balance the 

lesser activation of exactly for the thrombin. The positive correlation between the TAFI and 

the ECLT before (p=0,01) and after-occlusion (p=0,04) suggests that the increase of the 

first one causes hypofibrinolysis. However, with the analysis of only some of the 

components suggesting hypofibrinolysis, the final result in these patients (ECLT and 

LAFP) favors a state of increase of fibrinolysis. 

Although of a very selected group, only 1 patient showed to serious deficiency of PAI-1, 1 

patient with light deficiency of FXIII and no patient with α2-AP deficiency, evidencing that 

they are of very rare occurrence, therefore the population of covering of the Hemocentro is 

of approximately 1,5 million of inhabitants. 
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The group of DVT showed a reduction of the TAFIa (p<0,001) that perhaps it can be 

explained by the lesser generation of plasmin, a time that the same ones present 

hypofibrinolysis characterized by an increased ECLT (p=0,01) and by a diminished LAFP 

(p=0,04). The increase of the PAI-1 was found in 32% of the patients in comparison to the 

control group, what it favors the hypofibrinolysis and it corroborates the findings of 

literature. None of the patients presented plasminogen deficiency, suggesting that this 

alteration is not associated the DVT. The activity of FXIII significantly was increased in 

these patients, and perhaps this is a mechanism that contributes for hypofibrinolysis. 

Of all the examinations carried through in this study, the ones that had evaluated the global 

activity of the fibrinolytic system (ECLT and LAFP) had been the ones that they had more 

reflected the picture clinical of the hemorrhagic and thrombotics patients, decurrent of the 

in vivo interaction in the components of fibrinolysis. 

One second analysis had as objective to investigate the prevalence of the polymorphisms 

Arg6Trp in the gene of the α2-AP and -438G/A, Ala147Thr and Thr325Ile in the gene of 

the TAFI, its correlation with the plasmatic activity, as well its association with the TVP 

risk, in a Brazilian population. Initially the genotypes of the TAFI in the control group 

constituted of 352 individuals, was determined, with medium age of 32 years (16-63), being 

68 (19,32%) of masculine sex and 284 (80,68%) of the feminine sex. The polymorphisms 

was determined in a group of 278 patients with DVT, medium age of 35 years (13-63), 

being 106 (38,13%) of masculine sex and 172 (61,87%) of the feminine sex. The results not 

showed difference in the prevalence of the polymorphisms between the groups, and that the 

same ones were not associates to the risk of thrombosis. 

The polymorphisms Arg6Trp in the gene of the α2-AP was determined in these same 

groups, with reduced number of individuals. So, 167 healthful individuals was enclosed, 

with medium age of 35 years (16-63), being 51 (30,54%) of masculine sex and 116 

(69,46%) of feminine sex. The group of TVP was composed for 161 patients, with medium 

age of 36 years (13-63) being 43 (26,71%) of masculine sex and 118 (73,29%) of the 

feminine sex. The results not showed no difference between the studied groups. 
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1.1- Hemostasia geral 

O mecanismo hemostático baseia-se no equilíbrio entre a manutenção do 

sangue sob estado fluido, permitindo a oxigenação e nutrição dos tecidos; e, a capacidade 

de se deter o fluxo, no local lesionado, a fim de se evitar o sangramento. Esse mecanismo 

depende de uma completa inter-relação entre quatro componentes: o compartimento 

vascular, as plaquetas, as proteínas da coagulação e seus inibidores, e as proteínas do 

sistema fibrinolítico (Boon, 1993; Fiorini et al, 2003). 

A coagulação sanguínea pode ser ativada em diversas situações em que ocorre 

dano vascular, processos inflamatórios, e alguns estados patológicos (Triplett, 2000). 

Após exposição do colágeno subendotelial, ocorre a adesão plaquetária, 

mediada pelo fator de von Willebrand (FvW). Novas plaquetas vão se agregando às 

primeiras, formando o agregado plaquetário primário. A agregação secundária das 

plaquetas é desencadeada pela reação de liberação dos grânulos plaquetários. Toda esta 

seqüência de reações biológicas é designada hemostasia primária (Greaves, 2004;  

Colvin, 2004; Dahlbäch, 2005). 

A etapa seguinte baseia-se na formação do coágulo de fibrina e conseqüente 

consolidação do tampão hemostático através do desencadeamento da coagulação. A cascata 

da coagulação é dividida em duas vias independentes que convergem na ativação do fator X 

(Morelli, 2001; Colvin, 2004). 

A via intríseca é iniciada pela fase de contato, a qual requer quatro proteínas 

plasmáticas: fator XII (FXII), fator XI (FXI), pré-calicreína e cininogênio de alto peso 

molecular. Quando o plasma é exposto a uma superfície carregada negativamente, como o 

colágeno das estruturas subendoteliais, esses quatro fatores são prontamente ligados a essa 

superfície (Bloom, 1994; Dahlbäch, 2005).  

Uma vez ligado à superfície, o FXII sofre uma proteólise limitada sendo 

convertido em fator XII ativado (FXIIa), o qual converte a pré-calicreína em calicreína, que 

por sua vez converte mais FXII em FXIIa. Quando uma quantidade suficiente de FXIIa é 

formada, este converte o fator XI em fator XI ativado (FXIa). O fator XIa, na presença de 
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íons cálcio, converte o fator IX (FIX) em fator IX ativado (FIXa), causando uma mudança 

conformacional na molécula do FIX. Então, o fator FIXa, também na presença de íons 

cálcio, converte o fator X (FX) em fator X ativado (FXa). O FXa juntamente com a 

trombina promovem a ativação do fator VIII (FVIII) através de uma proteólise seletiva 

(Boon, 1993; Dahlbäch, 2005). 

A ativação da via extrínseca da coagulação ocorre pela exposição na circulação 

sangüínea de fator tecidual, que é uma glicoproteína de membrana expressa na superfície de 

células ativadas ou lesadas. Portanto, essa exposição ocorre quando um dano celular 

mecânico acompanha a lesão vascular, ou como conseqüência da ativação de citocinas 

inflamatórias (Franco, 2001; Dahlbäch, 2005). 

O fator tecidual é o receptor celular e cofator do FVII, formando um complexo 

com esse fator, que é rapidamente ativado. Uma vez formado, o complexo fator VIIa/fator 

tecidual converte o FX em FXa. Além disso, esse complexo também ativa o FIX ampliando 

a produção de FXa por meio da via intrínseca (Bloom, 1994; Schenone et al, 2004). 

O FXa irá formar um complexo ativador de protrombina (fator II da 

coagulação), que é um zimogênio vitamina K dependente. Esse complexo, também 

denominado protrombinase, é formado pelo FXa, fator V ativado (FVa), fosfolipídios de 

membrana - de plaquetas, células endoteliais, monócitos ou células tumorais - e íons de 

cálcio. Assim, a protrombina é clivada liberando a trombina e um pequeno fragmento 

denominado fragmento 1+2 da protrombina. O fator V (FV) é ativado, inicialmente pelo 

FXa, e posteriormente pela trombina (Bloom, 1994; Schenone et al, 2004;  

Dahlbäch, 2005). 

Quando formada em quantidade suficiente, a trombina irá imediatamente 

converter o fibrinogênio em fibrina. A trombina age sobre as cadeias do fibrinogênio, 

convertendo-o em monômeros de fibrina que se polimerizam, formando filamentos de 

fibrina. Inicialmente, os filamentos de fibrina são ligados por ligações não-covalentes 

fracas, deixando o coágulo frágil; no entanto, o fator estabilizador de fibrina  

(fator XIII - FXIII), que é ativado pela trombina, torna o coágulo insolúvel formando 
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pontes de ligações covalentes entre os filamentos (Ritchie et al, 2000; Scott et al, 2004; 

Gregory & Cooper, 2006). 

Desta maneira, é formado o coágulo, que consiste de uma rede de filamentos de 

fibrina que se estendem em todas as direções, aprisionando células sangüíneas, plaquetas e 

plasma. 

 

1.2- Mecanismos reguladores da coagulação sangüínea 

Um dos sistemas anticoagulantes mais importantes é representado pela via da 

proteína C. A trombomodulina, uma proteína de superfície das células endoteliais liga-se à 

trombina, e este complexo converte a proteína C em sua forma ativada. Na superfície de 

células endoteliais ou plaquetas, a proteína C ativada, complexada à proteína S, inativa os 

fatores VIII e V ativados (Ritchie et al, 2000). 

Outro inibidor importante é a antitrombina (AT), uma proteína plasmática que 

inativa de modo eficaz a trombina, além de outros fatores de coagulação, como os fatores 

XIIa, XIa, Xa e IXa (Fiorini et al, 2003). 

A via extrínseca é inativada pelo inibidor da via extrínseca da coagulação (TFPI 

- tissue factor pathway inhibitor). O TFPI é uma proteína que inibe, por feedback, o 

complexo FVIIa/fator tecidual, originando uma diminuição na ativação dos fatores IX e X 

(Schenone et al, 2004). 

 

1.3- Sistema fibrinolítico 

Uma vez que o processo de coagulação sanguínea foi completado e a 

integridade vascular foi recuperada, o coágulo deve ser removido, e o responsável por essa 

remoção é o sistema fibrinolítico. Sob condições normais, o sistema fibrinolítico está em 

equilíbrio com o de coagulação, a fim de manter a integridade do sistema vascular. 
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O principal papel do sistema fibrinolítico é remover a fibrina dos vasos 

sanguíneos, tecidos, ductos e líquidos orgânicos. Quando ocorre a conversão do 

fibrinogênio em fibrina, paralelamente há ativação da fibrinólise, com a conversão do 

plasminogênio em plasmina, para a rápida remoção da fibrina, de modo a prevenir 

complicações trombóticas. Assim sendo, a fibrinólise pode ser considerada um mecanismo 

essencial de defesa do organismo contra a oclusão vascular pelo coágulo de fibrina formado 

(Lourenço, 1997). 

Esse sistema compreende os seguintes componentes: a proenzima 

plasminogênio, que sofre ativação transformando-se em plasmina; os ativadores do 

plasminogênio: ativador tissular do plasminogênio (t-PA), uroquinase (u-PA) e calicreína; e 

os inibidores do sistema fibrinolítico: a α2-antiplasmina (α2-AP), o inibidor do ativador do 

plasminogênio tipo 1 (PAI-1), e o inibidor da fibrinólise ativado pela trombina  

(TAFI – thrombin-activatable fibrinolytic inhibitor), os quais rapidamente neutralizam a 

plasmina ou interferem na ativação do plasminogênio (Francis & Marder, 1994;  

Kolev & Machovich, 2003).  

O plasminogênio é o precursor inativo da plasmina. Ele se liga à fibrina por 

meio de sítios de ligação para lisina. O t-PA também se liga à fibrina, e converte o 

plasminogênio em plasmina, uma serino-protease que cliva uma série de ligações 

peptídicas, degradando a molécula de fibrina (Bloom, 1994; Lijnen, 2001). 

O t-PA é sintetizado predominantemente por células endoteliais e sua liberação 

estimulada pela trombina e outros agentes. Esse ativador possui baixa afinidade pelo 

plasminogênio livre, porém possui alta afinidade quando ambos, t-PA e plasminogênio 

encontram-se ligados à superfície de fibrina. Isso é importante porque limita a atividade 

fibrinolítica da plasmina à fibrina, evitando assim, que o fibrinogênio circulante seja alvo 

dessa molécula, o que causaria sangramento (Lijnen et al, 2001; Irène et al, 2000). 

A u-PA é uma serino-protease liberada pelas células dos ductos excretores, que 

tem a finalidade de mantê-los livres de fibrina, permitindo assim o fluxo dos fluídos 

secretados. Entretanto, ela também é liberada pelo endotélio e pelos macrófagos. 

Diferentemente do t-PA, a u-PA ativa igualmente o plasminogênio livre e o ligado à fibrina 

(Lijnen, 2001; Cesarman-Maus & Hajjar, 2005). 
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A calicreína é produzida pelo fígado, sendo responsável pela ativação de uma 

parcela menor da fibrinólise. Atua ativando diretamente o plasminogênio, transformando-o 

em plasmina. A diminuição de calicreína plasmática pode estar associada a trombose, mas 

esse ainda é um ponto não totalmente definido (Franco, 2001). 

Na fibrinólise, dois inibidores específicos são importantes: o inibidor do 

ativador de plasminogênio, principalmente o do tipo 1 (plasminogen activator  

inhibitor – PAI-1), que inibe o t-PA e o u-PA; e a α2-plasmina (α2-AP) que inibe a 

plasmina. Essas duas proteínas pertencem à família das serpinas (Bloom, 1994;  

Ljnen et al, 2000; Kitching et al, 2003). 

O PAI-1 é considerado o inibidor mais importante do t-PA, apesar de apresentar 

uma concentração plasmática muito baixa. Esse inibidor é uma glicoproteína produzida 

pelas células endoteliais. Além disso, está presente nas plaquetas, sendo liberado em 

grandes quantidades quando essas são ativadas. A deficiência de PAI-1 foi descrita como 

associada a um quadro clínico hemorrágico, e os níveis elevados com o risco de trombose 

(Bloom, 1994; Takahashi et al, 1996; Morimoto et al, 2004; Repine & Oswald, 2004; 

Agren et al, 2005; Cesarman-Maus & Hajjar, 2005).  

A α2-AP inibe a plasmina, sem necessidade de qualquer cofator. É um inibidor 

de ação rápida, que atua principalmente sobre a plasmina livre na circulação. A α2-AP 

possui uma forte afinidade pelo plasminogênio e plasmina, formando ligações  

não-covalentes com os chamados sítios de ligação de lisina do plasminogênio. Estes sítios 

de ligação são os mesmos de ligação com a fibrina. Conseqüentemente, a absorção de 

plasminogênio na fibrina, que consiste no primeiro passo para a fibrinólise endógena, é 

competitivamente inibida pela α2-AP. Sendo assim, a α2-AP retarda o início da fibrinólise 

endógena. A α2-AP também inibe a ação da plasmina in situ, uma vez que se liga à fibrina 

(Holmes et al, 1987; Favier et al, 2001; Aoki, 2004). 

Entretanto, a produção efetiva da plasmina, pela ação do t-PA, depende da 

presença da fibrina. Portanto, a mais eficiente inibição da fibrinólise consiste no bloqueio 

da geração de plasmina, promovido, em primeira instância e fisiologicamente, pelo PAI-1 

(Coelho et al, 2000). 
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Pequenas quantidades de plasmina são formadas no sangue continuamente, e 

caso não houvesse a α2-AP poderiam comprometer seriamente o sistema hemostático, por 

sua ação direta sobre alguns fatores de coagulação. Por esta razão, a concentração de 

plasmina deve aumentar acima de um nível crítico antes que ela se torne excessiva, pois a 

fibrinólise é determinada pelo balanço entre a formação e inibição de plasmina  

(Fiorini et al, 2003; Schneider & Nesheim, 2004; Aoki, 2004). 

Um outro inibidor da fibrinólise é uma enzima tipo carboxipeptidase B, 

designado de TAFI, ou plasma procarboxipeptidase B. Este fator é sintetizado pelo fígado e 

circula no plasma sob a forma de zimógeno. In vitro, pode ser ativado por concentrações 

elevadas de trombina, tripsina ou plasmina ou, principalmente, pelo complexo  

trombina-trombomodulina (Bauer, 2001; Cesarman-Maus & Hajjar, 2005). O TAFI regula 

a fibrinólise pela remoção dos sítios de lisina carboxi-terminal da fibrina. Estes sítios são 

essenciais para a ligação do plasminogênio e do t-PA à fibrina, portanto, sua remoção 

acarreta inibição da lise da fibrina (Wang et al, 1998; Guimarães et al, 2005; Mutch, 2007). 

Recentemente, níveis elevados de antígenos de TAFI foram associados a um 

risco aumentado de trombose venosa profunda (TVP) (Van Tilburg et al, 2000). 
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Figura 1- Vias de ativação da cascata da coagulação (http://biovestigation.org/saude/prg1589 

adaptada). 

 

1.4- Polimorfismos genéticos e fibrinólise 

O estudo de polimorfismos genéticos torna-se interessante, principalmente 

quando os mesmos têm relação com a concentração e atividade da proteína codificada.  

 

1.4.1- Gene do TAFI 

O gene do TAFI foi mapeado no cromossomo 13q14.11, tendo 

aproximadamente 48kb, e organizado em 11 exons separados por 10 íntrons  

(Boffa et al, 1999). 
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Já foram descritos 16 polimorfismos neste gene, mas os  

polimorfismos -438A/G na região promotora, 505G/A (substituição de uma alanina na 

posição 147 por uma trionina – Ala147Thr) e 1040C/T (substituição de uma trionina na 

posição 325 por uma isoleucina - Thr325Ile) na região codificadora foram associados aos 

níveis do antígeno do TAFI no plasma (Brouwers et al, 2001; Martini et al, 2006). 

Contudo, nenhum estudo analisou a associação desses polimorfismos com a atividade do 

TAFI no plasma, o que seria mais interessante, pois permitiria avaliar melhor essa 

correlação fisiológica. 

 

Figura 2- Organização do gene do TAFI e localização dos polimorfismos estudados (Leurs & 

Hendriks, 2005). 

 

Em indivíduos saudáveis, a concentração plasmática de TAFI apresenta uma 

ampla variabilidade. Entretanto, essa variação não está relacionada a fatores biológicos ou 

ambientais, sugerindo que os níveis plasmáticos de TAFI têm principalmente influência 

genética (Trégouet et al, 2001; Guimarães et al, 2004).  

Dessa forma, torna-se interessante o estudo destes polimorfismos tanto em 

indivíduos saudáveis como na presença de patologias associadas à alteração da fibrinólise, 

correlacionando-os com a atividade plasmática do TAFI. 

 

1.4.2- Gene da α2-AP 

A α2-AP é o principal e mais potente inibidor direto da plasmina no plasma 

humano. Em humanos o gene da α2-AP está localizado no cromossomo 17, contendo 10 

exons e 9 íntrons, medindo aproximadamente 16 kb. Até o momento foram descritas apenas 

  550055GG// AA 
((AAllaa114477TThhrr))   

--443388AA// GG        11004400CC// TT 
((TThhrr332255II llee))   

11  11  33BB 44 55 66 77 88 99  1100  33’’55’’  33AA  22  



6 mutações neste gene, responsáveis pela deficiência da α2-AP (Koie et al, 1978;  

Kluft et al, 1987; Lind & Thorsen, 1999, Favier et al, 2001).  

A α2-AP é secretada pelo fígado, tendo a metionina (Met-α2-AP) na região 

amino-terminal. Na circulação, após a clivagem pela enzima de clivagem da antiplasmina 

(APCE), há exposição do sítio asparagina (Asn-α2-AP), que tem uma afinidade 13 vezes 

maior pela fibrina e, conseqüentemente apresenta uma maior atividade inibitória sobre o 

início da fibrinólise (Koyama et al, 1994; Favier et al, 2001; Aoki, 2004). 

A região Met-α2-AP é polimórfica, podendo conter tanto a arginina (Arg) 

quanto o triptofano (Trp) na posição do sexto aminoácido, sendo que ambas as formas 

foram encontradas em amostras de plasma humano. Estudo recente mostrou que o 

polimorfismo Arg6Trp (genótipos RR, RW, WW) está associado ao tempo de lise do 

coágulo de fibrina. A análise funcional revelou que a Met-α2-AP com os genótipos RW e 

RR tem maior tempo de lise do coágulo quando comparados às amostras de indivíduos 

WW.  Isto porque a APCE cliva Met-α2-AP (Arg6) com uma velocidade 8 vezes maior em 

comparação a Met-α2-AP (Trp6), e conseqüentemente há maior incorporação da mesma à 

fibrina (Christiansen et al, 2007). 

Assim, o estudo desse polimorfismo, quer em indivíduos normais como 

naqueles com doenças associadas a alterações da fibrinólise pode contribuir para um 

melhor entendimento da fisiopatologia nessas situações. 

 

1.5- Alterações hemorrágicas raras 

As doenças hemorrágicas mais freqüentes na população são a doença de von 

Willebrand, hemofilia, e púrpura trombocitopênica. Com exceção da doença de von 

Willebrand, que apresenta subtipos com alterações clínico-laboratoriais muito diversas, 

essas doenças têm parâmetros clínicos e laboratoriais bem estabelecidos para seu 

diagnóstico. Mesmo algumas doenças raras, como a deficiência dos fatores V, X, XII, XI, e 

trombopatias, podem ser caracterizadas laboratorialmente de uma forma precisa, logo no 

início da investigação. 
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Contudo, uma pequena parcela de pacientes com quadro hemorrágico, muitas 

vezes importante, exibe todos os exames de triagem da coagulação e dosagem específica de 

fatores da coagulação dentro dos valores da normalidade. Nesses casos, a hiperfibrinólise e 

a deficiência de FXIII devem ser investigadas. 

A hiperfibrinólise pode ser demonstrada por exames que avaliam a atividade 

global, e as deficiências de fatores que compõe o sistema fibrinolítico, por dosagens 

específicas dos mesmos, como a deficiência de α2-AP e de PAI-1. 

A deficiência completa ou parcial da α2-AP é muito rara, e na literatura são 

poucos os relatos sobre as manifestações clínicas, diagnóstico e tratamento (Aoki et al, 

1979; Hayward, et al, 2005; Harish et al, 2006). Sua prevalência na população geral é 

desconhecida, porque a investigação de deficiência de α2-AP somente é realizada em 

pacientes com quadro clínico hemorrágico, em que os exames laboratoriais de rotina da 

coagulação não identificam qualquer alteração (Favier et al, 2001; Matsuno et al, 2003). 

Nos casos de deficiência de α2-AP em homozigose, as hemorragias graves já 

ocorrem desde a infância, e em muitos casos, o sangramento umbilical é a primeira 

manifestação. Entretanto, alguns pacientes podem apresentar apenas sangramentos 

moderados (Kluft et al, 1979; Aoki et al, 1983; Favier et al, 2001). Quanto à deficiência de 

α2-AP em heterozigose, a maior parte dos pacientes é assintomática, e o diagnóstico é 

firmado em estudos familiares, e raramente em casos isolados sem nenhum sangramento. 

Poucos pacientes podem apresentar sangramento em situações de risco, como trauma, 

cirurgia e extração dentária (Kordich et al, 1985; Ikematsu et al, 1996; Yoshinaga et al, 

2000; Hanss et al, 2003). 

Existem poucos casos de deficiência do PAI-1 e doença hemorrágica descritos 

na literatura (Takahashi et al, 1996; Morimoto et al, 2004; Repine & Oswald, 2004), e não 

há nenhum estudo sistemático da prevalência e importância desta condição na população 

geral. Apesar da descrição há mais de 15 anos, de casos clínicos com deficiência de PAI-1 e 

hemorragia, recentemente um estudo que incluiu um grande número de pacientes com 

doença hemorrágica definiu a diminuição do PAI-1 como um risco para o sangramento, 

leve, e sem manifestações clínicas específicas (Schleef et al, 1989; Agren et al, 2005; 

Agren et al, 2007). 
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A deficiência hereditária de FXIII é de caráter autossômico recessivo, sendo de 

ocorrência muito rara, e mais comum em famílias com consangüinidade. Na população 

geral sua prevalência consiste em 1 caso para 3 milhões de pessoas, com maior prevalência 

em áreas do sul-asiático, assim como naquelas com maior incidência de casamentos 

consangüíneos (Anwar et al, 2003; Bolton-Maggs et al, 2004; Onland et al, 2005; 

Ivaskevivius et al, 2007). 

Esta deficiência é caracterizada por um quadro clínico de sangramento, 

dificuldade na cicatrização de feridas e abortos espontâneos (Ivaskevivius et al, 2007; 

Toshihiko et al, 2007). A primeira e mais marcante manifestação clínica nestes pacientes é 

o sangramento umbilical que ocorre em 80% dos casos, alguns dias após o nascimento. 

Outros sintomas freqüentes incluem equimoses superficiais, hematomas subcutâneos, 

intramusculares e hemorragias nas articulações, sangramentos pós-cirurgia e pós-extração 

dentária, e hemorragia intracraniana, maior causa de morte ou seqüelas  

(Burrows et al, 2000; Bolton-Maggs et al, 2004; Onland et al, 2005; Schroeder et al, 2007). 

O Ambulatório de Hemostasia do Hemocentro da Unicamp é o setor 

responsável pelo diagnóstico e acompanhamento de todos os pacientes provenientes da 

macro-região de Campinas, com quadro clínico ou laboratorial de doença hemorrágica sem 

um diagnóstico estabelecido, particularmente aquelas que necessitam de estudos mais 

especializados. Apesar da investigação de doenças hemorrágicas raras, como a deficiência 

dos fatores V, VII, X, XII, XI, e trombopatias, alguns pacientes encaminhados não 

apresentam nenhuma alteração laboratorial. Dessa forma, a avaliação da fibrinólise e do 

FXIII, torna-se importante, tanto para a pesquisa como para orientação clínica desses 

pacientes. 
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Figura 3- Mecanismo de ativação do FXIII e seu papel na estabilização do coágulo de fibrina. Após 

ativação da coagulação, a trombina formada converte o fibrinogênio em fibrina solúvel 

pela clivagem dos fibrinopeptídeos A e B, iniciando a ativação do FXIII que se dá pela 

dissociação das subunidades A e B induzidas pelo cálcio. O FXIIIa promove as ligações 

covalentes entre os filamentos de fibrina (Schoeder et al, 2007).  

 

1.6- Trombose venosa profunda  

A trombose é definida como um processo patológico resultante da ativação e 

propagação inapropriada da resposta hemostática normal do organismo, podendo envolver 

tanto o território venoso quanto o arterial (Loscalzo, 1995).  
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A incidência de TVP é de um para cada 1000 indivíduos, sendo considerada 

uma doença comum, constituindo um importante problema de saúde pública  

(Hanson et al, 1997; Silverstein et al, 1998). Na população brasileira estima-se uma 

prevalência de 0,6 a 1 caso por 1000 habitantes (Maffei, 1995).  

Em geral o membro inferior é o sítio mais freqüentemente acometido e, a 

complicação mais grave é o tromboembolismo pulmonar (Maffei et al, 2001). 

A TVP é uma doença multifatorial, desencadeada por fatores hereditários e 

adquiridos. Alguns fatores de risco adquiridos já estão bem estabelecidos como: 

imobilização, gravidez, câncer, anticoncepção ou reposição hormonal, trauma, cirurgia, 

presença de anticorpos antifosfolípidios, dentre outros (Rosendaal, 1999;  

Robetorye & Rodgers, 2001). 

A trombofilia hereditária decorre de defeitos genéticos em um ou mais 

mecanismos da anticoagulação: deficiência de proteína C, proteína S, antitrombina, 

mutação G1691A no gene do fator V (fator V de Leiden), mutação G20210A no gene da 

protrombina e disfibrinogenemia (Rosendaal, 1999; Robertorye & Rodgers, 2001).   

Nos últimos anos, outras anormalidades da coagulação têm sido descritas como 

potencialmente trombogênicas. Estas condições são representadas por níveis elevados de 

certos fatores da coagulação como o fibrinogênio, e fatores VIII, IX, X e XI (Kamphuisen 

et al, 2000; van Hylckama et al, 2000; Meijers et al, 2000; de Visser et al, 2001;  

Tsai et al, 2002; Weltterman et al, 2003). O aumento dos níveis plasmáticos destas 

proteínas levaria a uma excessiva geração de trombina, e conseqüentemente do coágulo de 

fibrina. No Brasil esses fatores já foram investigados e definidos em alguns estudos 

populacionais que analisaram pacientes com TVP (Arruda et al, 1997; Franco et al, 1999; 

Morelli, 2000; Annichino-Bizzacchi, 2003).  

Portanto, a fisiopatologia das alterações sanguíneas associadas à trombose 

inclui o aumento dos fatores da coagulação, assim como a diminuição dos inibidores da 

coagulação e da atividade fibrinolítica.  
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É importante ressaltar que o diagnóstico de trombofilia hereditária e adquirida 

somente é estabelecido em 70% dos pacientes com TVP, fato que sugere a presença de 

mecanismos adicionais ainda desconhecidos na etiologia da doença (Heijboer et al, 1990; 

Rosendaal et al, 1995; Poort et al, 1996; Silverstein et al, 1998). A identificação de fatores 

de risco para trombose é interessante, tanto para o aconselhamento familiar como na 

orientação da conduta terapêutica do paciente, particularmente se definido um fator de risco 

grave para TVP. 

Dados do papel da fibrinólise na etiologia da TVP são raros e há controvérsias 

quanto a associação da deficiência hereditária de plasminogênio e TVP (Brandt, 2002; 

Lisman et al, 2005; Schott et al 1998). Inclusive, um estudo recente mostrou que os 

indivíduos com deficiência de plasminogênio em heterozigose não apresentam risco 

aumentado de TVP (Schuster et al, 2007).  

Os pacientes com deficiência do plasminogênio podem apresentar 

malformações do sistema nervoso central, dificuldade para cicatrização de feridas, 

infecções respiratórias recorrentes, e conjuntivites graves. Estes problemas são resolvidos 

rapidamente com a infusão do plasminogênio, mostrando a importância deste componente 

fibrinolítico na fibrinólise extravascular (Cesarman-Maus & Hajjar, 2005).  

O aumento do PAI-1 circulante no plasma pode representar um fator de risco 

independente para episódios artero-trombóticos e pode promover o desenvolvimento da 

doença vascular (Juhan-Vague et al, 2000; Vaughan, 2005). Além disso, o aumento da 

concentração plasmática de PAI-1 pode estar associado a TVP em pacientes submetidos à 

cirurgia e indivíduos com resistência à insulina. No entanto, o PAI-1 é um fator de fase 

aguda, e seu aumento pode na verdade ser conseqüência e não causa da patologia, ou 

refletir uma resposta inflamatória (Hajjar, 2003). 

Recentemente, Lisman e colaboradores (2005) mostraram em um grupo de 

pacientes com TVP que a hipofibrinólise constitui o dobro do risco para a ocorrência de um 

evento trombótico. 
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Nos últimos 10 anos, no Ambulatório de Hemostasia do Hemocentro da 

Unicamp, foram avaliados 400 pacientes com diagnóstico de TVP do Hospital das Clínicas 

da Unicamp, com investigação de trombofilia hereditária e adquirida. Aproximadamente 

10% deles não apresentam trombofilia hereditária, anticorpos antifosfolipídios ou fatores de 

risco adquiridos, sendo classificados como TVP espontânea. 

Assim, a investigação da hipofibrinólise, como um fator de risco para TVP 

nesse grupo selecionado de pacientes pode se revelar interessante. Também, o estudo de 

polimorfismos genéticos associados a hipofibrinólise pode contribuir para identificação de 

novos fatores de risco para TVP. 
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2.1- Gerais 

Avaliar a presença de alterações raras da hemostasia em pacientes selecionados 

com doença hemorrágica ou TVP espontânea. 

Analisar em uma população brasileira, a prevalência de polimorfismos nos 

genes do TAFI e da α2-AP, sua correlação com a atividade plasmática, e investigar 

associação destes com o risco de TVP. 

 

2.2- Específicos 

1. Avaliar a fibrinólise global, seus componentes e o FXIII em pacientes com 

quadro clínico hemorrágico, nos quais foi excluído o diagnóstico de 

coagulopatias por deficiência dos fatores da coagulação ou das plaquetas; 

2. Avaliar a fibrinólise global, seus diversos componentes e o FXIII, em 

pacientes com TVP espontânea; 

3. Determinar a prevalência dos polimorfismos -438G/A, Ala147Thr e 

Thr325Ile, no gene do TAFI em pacientes com TVP espontânea, doença 

hemorrágica de etiologia não definida e controles normais,  

correlacionando-os com a atividade plasmática de TAFI; 

4. Avaliar a prevalência dos polimorfismos -438G/A, Ala147Thr e Thr325Ile, 

no gene do TAFI em pacientes com TVP e controle pareado, determinando 

se há associação dos mesmos com o risco de TVP; 

5. Determinar a prevalência do polimorfismo Arg6Trp no gene da α2-AP em 

pacientes com TVP pareado a um grupo controle, verificando se há 

associação do mesmo com o risco de TVP. 
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Neste projeto foram realizados dois tipos de análises. Na primeira, em que se 

investigou a fibrinólise e o FXIII, foram selecionados três grupos de indivíduos: (1) 

pacientes com TVP, (2) pacientes com doença hemorrágica, e (3) indivíduos saudáveis.  

Na segunda análise, de avaliação dos polimorfismos genéticos, foram 

selecionados pacientes com TVP e controles, já incluídos em outros estudos caso-controle 

do Laboratório de Hemostasia do Hemocentro da Unicamp. 

3.1- 1ª análise 

3.1.1- Pacientes com TVP 

De um grupo de pacientes com diagnóstico de TVP e acompanhados no 

Ambulatório de Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP, no período de janeiro de 1997 

a setembro de 2007, foram selecionados aqueles que preenchiam os critérios de inclusão e 

exclusão descritos a seguir. 

Através da verificação de informações contidas nos prontuários médicos, os 

pacientes foram classificados como portadores de TVP espontânea, quando a mesma 

ocorreu na ausência de fatores de risco adquiridos e foi descartada trombofilia hereditária 

ou Síndrome do Anticorpo Antifosfolipídio. As alterações hereditárias relacionadas à 

trombofilia foram: deficiência de proteína C, proteína S e/ou AT, fator V de Leiden e 

mutação G20210A no gene da protrombina. Os fatores de risco adquiridos foram: cirurgia, 

hospitalização ou imobilização prolongada, puerpério, gravidez, uso de anticoncepcional 

hormonal ou terapia de reposição hormonal, viagem aérea com duração superior a 6 horas, 

antecedente pessoal ou familiar de TVP. 

Somente foram incluídos os pacientes em que o sítio da trombose foram as 

veias dos membros inferiores, proximais ou distais, com idade superior a 18 anos e inferior 

a 65 anos, e um tempo mínimo de 3 meses de descontinuação do anticoagulante.  

A TVP foi comprovada por ultrassom com doppler ou flebografia.  

Os critérios de exclusão adotados foram: presença de doença renal ou hepática, 

neoplasia maligna, uso de medicamentos que pudessem interferir com a coagulação ou 

fibrinólise.  
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3.1.2- Pacientes com alterações hemorrágicas 

Os pacientes foram selecionados de um grupo de pacientes com doença 

hemorrágica, em acompanhamento no Ambulatório de Hemostasia do Hemocentro da 

UNICAMP, durante o período de setembro de 1997 a setembro de 2007. 

Após consulta dos prontuários médicos, foram selecionados os pacientes com 

quadro clínico hemorrágico, com todos os exames de hemostasia dentro dos valores de 

normalidade. Esses exames incluíram tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina 

parcial ativado (TTPa), tempo de trombina (TT), dosagem dos fatores de coagulação II, V, 

VII, VIII, IX, X, XI e XII, fibrinogênio, tempo de sangramento, agregação plaquetária com 

ADP, adrenalina e ristocetina, e cofator de ristocetina. Muitos desses exames foram 

repetidos mais de uma ocasião, particularmente para exclusão do diagnóstico de doença de 

von Willebrand.  

Foram incluídos pacientes com idade superior a 18 anos e inferior a 65 anos, 

que apresentavam sangramento, espontâneo ou desencadeado por fatores diversos, 

caracterizado como: pós-procedimento cirúrgico (cirurgia, extrações dentárias), pós-parto, 

gastrintestinal, sistema nervoso central, menorragia (troca de absorvente no mínimo a cada 

duas horas), epistaxes, gengivorragia, muscular, osteo-articular, cutâneo.  

Os pacientes responderam a um questionário, baseado no Questionário sobre 

Doenças Hemorrágicas (anexo 3), proposto pelo Working Group (Javier Battle, Jeroen 

Eikenboom, Augusto Federici, Jeanny Goudemand, Stefan Lethagen, Mike Makris) durante 

o MCMDM-1 Steering Committee Meeting (Milan, 13-14 November 2003). 

Através das respostas obtidas, cada paciente recebeu uma pontuação, descrita a 

seguir: -1 indica ausência de sangramento apesar da exposição a fatores que predispõe um 

risco hemorrágico; 0 é para ausência de sintomas quando da exposição a fatores de risco 

para sangramento ou para sangramentos irrelevantes; 1 é atribuído para sintomas referidos 

pelo paciente sem nenhuma intervenção médica; e, 2 a 4 requerem condutas e intervenções 

médicas. 
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Como os indivíduos do sexo masculino não estão expostos a diversas situações 

de risco para sangramento, quando comparados às mulheres, há uma diferença na 

pontuação entre os 2 sexos.  

Assim, a pontuação para o sexo masculino foi: -3 a -1 - exclusão do diagnóstico 

de doença hemorrágica, 0 - ausência de sintomas, 1 a 10 - leve, 11 a 20 – moderada;   

21 a 30 - grave, e acima de 30 - muito grave. 

Para o sexo feminino, em que se acrescentam os sangramentos pós-parto e 

menorragia, a pontuação de -3 a -1 significa exclusão do diagnóstico de doença 

hemorrágica, 0 indica ausência de sintomas, de 1 a 12 sangramento leve, de  

13 a 24 sangramento moderado, de 25 a 36 sangramento grave, e acima de 36 sangramento 

muito grave. 

Os critérios de exclusão foram alterações dos exames de hemostasia, com ou 

sem diagnóstico definido de coagulopatia ou trombopatia; uso de medicamentos que 

interferissem sobre a hemostasia, diagnóstico de doença renal, hepática, infecciosa, 

colagenose ou neoplásica. 

Para classificação da etnia dos pacientes foi considerada a ascendência até a 

segunda geração e aspectos físicos (cor da pele, textura dos cabelos, formato nasal). 

Todos os pacientes responderam a um questionário com informações relevantes 

ao estudo e assinaram ao termo de consentimento livre e esclarecido antes da coleta das 

amostras (anexos 1 e 2). 

 

3.1.3- Grupo controle 

Este grupo foi formado por 50 indivíduos saudáveis, doadores de sangue ou 

funcionários do Hemocentro, provenientes da mesma área geográfica dos pacientes.  Foram 

elegíveis indivíduos com idade entre 18 a 50 anos.  
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Inicialmente foram excluídos os indivíduos que estivessem utilizando qualquer 

medicamento, que tivessem qualquer doença, mesmo em remissão, com antecedente 

pessoal ou familiar de sangramento espontâneo ou após procedimento cirúrgico, 

antecedente pessoal ou familiar de TVP. 

Após a aplicação do questionário para averiguação das informações relevantes 

ao estudo (anexo1), coletou-se uma amostra de sangue para realização de hemograma, 

coagulograma, glicemia, colesterol e frações, uréia e creatinina e, somente foram incluídos 

os indivíduos com exames dentro da normalidade.   

Para classificação da etnia foram considerados os mesmos critérios empregados 

para os pacientes. 

 

3.2- 2ª análise 

3.2.1- Cohort de pacientes com TVP 

Todos os pacientes com diagnóstico de TVP, acompanhados no Ambulatório de 

Hemostasia do Hemocentro da Unicamp, de julho de 1997 a julho de 2007, foram 

considerados elegíveis para este grupo de estudo.  

A classificação desses pacientes foi a mesma empregada para o grupo de TVP 

da 1ª análise, e foram selecionados tanto aqueles com diagnóstico de TVP espontânea como 

desencadeada por um fator de risco adquirido, na ausência ou presença de trombofilia 

hereditária ou de anticorpos antifosfolipídios. 

A TVP foi comprovada por ultrassom com doppler ou flebografia.  

Os critérios de exclusão adotados foram a presença de doença neoplásica, renal 

ou hepática.  
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3.2.2- Grupo controle 

O grupo foi formado por indivíduos saudáveis, doadores de sangue ou 

funcionários do Hemocentro da Unicamp, provenientes da mesma área geográfica dos 

pacientes.  Foram elegíveis indivíduos com idade entre 18 e 65 anos.  

Os indivíduos controles foram emparelhados por sexo, grupo étnico e idade 

aproximada (diferença de até 5 anos) dos pacientes, e os critérios de exclusão foram os 

mesmos do outro grupo controle. 
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4.1- Coleta de sangue 

Foram coletados 14mL de sangue periférico em citrato de sódio 3,8%, na 

proporção 9:1, para dosagem de FXIII e de componentes da fibrinólise. Em seguida, o 

sangue foi rapidamente centrifugado a 3500 rpm durante 15 minutos, e o plasma foi 

dividido em alíquotas de 400μL e armazenado em freezer a -80°C, para ensaios posteriores.  

Para o teste do tempo de lise da euglobulina (TLE) e da área de lise em placa da 

fibrina (ALPF) foram coletadas 6mL de sangue periférico, em 2 amostras de cada paciente: 

uma pré e outra pós-oclusão. A coleta da amostra pré-oclusão deu-se no braço direito sem o 

uso do garrote. Inicialmente, foi proposta a coleta da amostra pós-oclusão após uma pressão 

de 40mmHg por 20 minutos no braço esquerdo. Contudo, muitos pacientes não conseguiam 

completar o tempo necessário, apresentando um quadro de mal-estar e até perda da 

consciência. Assim, optou-se pela coleta após um período de 10 minutos, com a pressão 

estabelecida para cada paciente pelo cálculo abaixo discriminado: 

                 Valor da pressão sistólica + Valor da pressão diastólica/ 2 – 1 

 

4.2- Determinação das concentrações plasmáticas 

Para realização das análises laboratoriais as amostras foram descongeladas 

rapidamente a 37ºC em banho-maria. A fim de minimizar a interferência das variações 

interensaios na comparação dos resultados, as amostras dos controles e pacientes foram 

analisadas concomitantemente. 

 

4.2.1- Dosagem de α2-antiplasmina 

A atividade plasmática da α2-antiplasmina foi determinada pelo método 

cromogênico, utilizando o kit Berichrom α2-antiplasmina® (Dade-Behring, Newark DE, 

USA).  
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O método baseia-se na inativação da α2-antiplasmina presente na amostra pela 

adição de plasmina do kit. Nesta mistura a α2-antiplasmina inativa a plasmina, restando a 

plasmina residual. Na presença do substrato cromogênico, a plasmina residual catalisa a  

p-nitroanilida (pNA) do substrato, havendo liberação de p-nitroanilina que é medida em um 

comprimento de onda de 405 nm. 

A reação foi realizada em equipamento automatizado, o Coag-A-Mate-MTX 

(bioMérieux). A 12μL da amostra de plasma em uma diluição 1:20 de tampão imidazol, 

foram adicionados 180μL de plasmina. Essa mistura foi incubada durante 1 minuto a 37°C. 

Em seguida, adicionou-se 18μL do substrato de plasmina e, o tempo de leitura padronizado 

foi de 65 segundos. 

A curva de calibração foi preparada através da diluição do plasma padrão da  

α2-antiplasmina nas proporções de 1:1, 1:2, 1:5, e 1:11, obtendo-se respectivamente 

148,57%, 104%, 52%, e 26% da concentração de α2-antiplasmina. 

O valor de referência para o teste de acordo com o fabricante é de 80 – 120%. 

Contudo, os resultados obtidos no grupo controle é que foram considerados como os de 

normalidade do laboratório - valor de referência para o Laboratório de Hemostasia do 

Hemocentro da Unicamp. Os resultados foram expressos em porcentagem. 

 

4.2.2- Dosagem de plasminogênio 

Esta dosagem foi determinada por método cromogênico, utilizando-se o kit 

Berichrom Plasminogen® (Dade-Behring, Newark, DE, USA) para quantificação da 

atividade do plasminogênio no plasma. 

O princípio do teste baseia-se na formação de um complexo entre o 

plasminogênio contido na amostra e o tampão contendo estreptoquinase, sendo este 

complexo responsável pela quebra do substrato cromogênico, liberando a p-nitroanilina que 

será medida na absorbância a 405 nm. 
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O aparelho utilizado para esta dosagem foi o Coag-A-Mate-MTX (bioMérieux). 

A uma amostra de 12μL de plasma diluído 1:20 em tampão imidazol, foi adicionada 180μL 

do reagente estreptoquinase. Essa mistura foi incubada durante 300 segundos a 37°C. Em 

seguida, foi adicionado 18μL do substrato de plasmina e, o tempo de leitura padronizado 

em 125 segundos. 

A curva de calibração foi preparada através da diluição do plasma padrão do 

plasminogênio nas proporções de 1:1, 1:2, 1:5, e 1:11, obtendo-se respectivamente 150%, 

100%, 50%, e 25% da concentração do plasminogênio.        

O valor de referência para o teste de acordo com o fabricante é de 75 – 100%. 

Da mesma maneira que para a dosagem de α2-antiplasmina, resultados obtidos no grupo 

controle é que foram considerados como os de normalidade do laboratório - valor de 

referência para o Laboratório de Hemostasia do Hemocentro da Unicamp. Os resultados 

foram expressos em porcentagem. 

 

4.2.3- Dosagem do PAI-1 

Esta dosagem foi determinada pelo método cromogênico utilizando o kit 

Berichrom PAI® (Dade-Behring, Newark, DE, USA) para determinação da atividade do 

PAI no plasma. 

O método baseia-se na inativação da uroquinase do reagente pela adição do PAI 

da amostra, restando uma uroquinase residual que é determinada através da transformação 

do plasminogênio em plasmina. A plasmina resultante é medida a 405nm, mediante 

desdobramento de um substrato cromogênico (plasminogenólise reforçada). 

O aparelho utilizado para esta dosagem foi o Amax Destiny (Biotech Trinity). 

A partir de 50μL da amostra de plasma adicionou-se 100μL do reagente uroquinase. Essa 

mistura foi incubada durante 5 minutos a 37°C. Em seguida, adicionou-se 200μL do 

reagente plasminogênio e 200μL de um oxidante. Novamente, esta mistura foi incubada por 

mais 5 minutos a 37ºC. Posteriormente, adicionou-se 500μL do substrato de plasminogênio 

Materiais e Métodos 

79



e a leitura realizada em 60 segundos. Esta reação foi igual tanto para o grupo controle como 

para as amostras. 

O valor de referência para o teste de acordo com o fabricante é de 0,3 – 3,5 

U/mL. Adotaremos os resultados obtidos no grupo controle do nosso estudo (Hemocentro – 

UNICAMP). Os resultados foram expressos em U/mL. 

 

4.2.4- Dosagem do TAFI 

Para avaliar a atividade do TAFI no plasma foi empregado o método 

cromogênico, utilizando-se o kit Actichrome® TAFI Activity kit (American Diagnostica, 

Stamford, CT, USA). 

A titulação deste teste foi feita em microplaca. As colunas 1 e 2 da placa foram 

reservadas para a posterior curva de calibração. Após distribuir 90μL de tampão em metade 

da placa, adicionou-se o plasma diluído 1:25 e acrescentou-se 10μL do TAFI activation 

enhancer e 15μL do reagente de ativação. Na outra metade da placa foi adicionado 115μL 

do tampão e 25μL do plasma diluído 1:25 sem os reagentes de ativação, e dessa forma, 

metade foi usada para controle do plasma inativo. A placa foi incubada por 20 minutos a 

temperatura ambiente em um agitador de placas.  

Decorrido este tempo, adicionou-se 50μL do TAFI padrão e 250μL do tampão 

nos poços A1 e A2 e, a partir destes, foram feitas diluições seriadas até os poços E1/E2, 

removendo de cada poço 150μL e passando para o próximo, sendo que nos poços E1/E2 

descartou-se 150μL, de forma que as concentrações fossem 2, 1, 0,5, 0,25 e, 0,125μg/mL. 

Os poços F1/F2 foram usados para o branco, com 150μL de tampão.  

Foram adicionados 50μL do TAFI developer em toda placa e, em seguida, 

incubada por 30 minutos a 37ºC. Após este período, a reação foi paralisada pela adição de 

10μL de ácido sulfúrico. A absorbância foi medida em um espectrofotômetro, em até uma 

hora, em comprimento de onda de 490nm. 
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Para determinar a atividade do TAFI nas amostras foi utilizado o seguinte 

cálculo: 

ΔAbs490nm (TAFI) = ΔAbs490nm (plasma ativado) - ΔAbs490nm (plasma inativado) 

Posteriormente, os resultados foram interpolados no gráfico e multiplicados 

pelo fator de diluição (25). 

A atividade de TAFI no plasma estabelecida pelo fabricante é de 

aproximadamente 12-20μg/mL. O valor de referência do Laboratório de Hemostasia do 

Hemocentro da Unicamp foi estabelecido por sua determinação nas amostras controles. Os 

resultados foram expressos em μg/mL. 

 

4.2.5- Dosagem do FXIII 

A atividade plasmática do FXIII foi determinada pelo método cromogênico, 

utilizando o kit Berichrom FXIII® (Dade-Behring, Newark, DE, USA).  

O princípio do método baseia-se na ativação do FXIII da amostra pela 

trombina, formando o FXIIIa. O FXIIIa é combinado a um substrato específico de peptídio 

com éster etílico de glicina, liberando amoníaco. A diminuição de NADH é medida através 

da absorbância de 340nm.  

Esta dosagem foi realizada em parceria com a Universidade de São Paulo 

(USP), em Ribeirão Preto, no Hospital das Clínicas, Laboratório de Hemostasia, para 

utilização do aparelho BCS (Dade-Behring).  Utilizou-se 100μL da amostra e 1000μL do 

reagente (reagente ativador misturado com reagente de detecção em partes iguais). 

A curva de calibração foi realizada por 6 pontos conforme exigido pelo kit 

através do calibrador do fabricante. 

De acordo o fabricante o valor de referência para o teste é de 70 – 140%. Foi 

adotado o valor de referência para o Laboratório de Hemostasia  

(Hemocentro – UNICAMP). Os resultados foram expressos em porcentagem. 
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4.2.6- Dosagem do fibrinogênio 

A atividade plasmática do fibrinogênio foi realizada por método 

coagulométrico conforme descrito por Clauss (Clauss, 1975), em que a atividade do 

fibrinogênio é inversamente proporcional ao tempo de coagulação após a adição de 

trombina concentrada ao plasma.  

O kit comercial utilizado foi o da Amax (Trinity Biotech, Bray, CO, Ireland). A 

curva de calibração foi formada através de diluições seriadas do calibrador comercial em 

tampão imidazol e o tempo de formação do coágulo de fibrina das amostras foi interpolado 

nesta curva. Os resultados foram expressos em mg/dL. O valor de normalidade do 

laboratório é de 150 a 400 mg/dL. 

Esta dosagem foi realizada para avaliação da sua correlação com os resultados 

do TLE e da ALPF. 

 

4.3- Avaliação global da atividade fibrinolítica 

A avaliação global da atividade fibrinolítica foi realizada pré e pós-oclusão 

venosa pelo TLE e pela ALPF, de acordo com o método do ECAT (European Concerted 

Action on Thrombosis and Disabilities Angina Pectoris Study - 1985). 

O TLE baseia-se na observação da dissolução espontânea do coágulo formado 

pela fração euglobulínica do plasma, precipitado pelo pH ácido. Nessa acidificação ocorre a 

precipitação isoelétrica dos componentes plasmáticos envolvidos na fibrinólise tais como: 

alguns fatores de coagulação, fibrinogênio, plasminogênio, ativadores do plasminogênio e 

os inibidores. 

A ALPF baseia-se na medida, após um período de 18h em temperatura de 37ºC, 

da área de lise em uma placa de fibrina, proporcionada pela fração euglobulínica. Esta 

análise tende a ser inversamente proporcional ao TLE, ou seja, quanto maior o TLE, menor 

será a ALPF e vice-versa. 
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4.3.1- TLE 

Misturou-se 200µL de plasma com 1,8µL de água destilada a 4°C. Para 

precipitação da fração euglobulínica adicionou-se 150µL de ácido acético a 0,25%, para 

estabelecer um pH de 5,9, mantendo-se a solução por 30 minutos a 4°C. Após este período, 

centrifugou-se a amostra a 3000rpm por 10 minutos, a 4°C, desprezando o sobrenadante 

por inversão. Para ressuspensão foi acrescentada a quantidade de 200µL de tampão  

Tris-Tween, pH 7,5. Posteriormente, adicionou-se 100µL de solução trombina e cloreto de 

cálcio para coagulação da mistura. Com a temperatura do tubo mantida a 37°C, observou-se 

o tempo para a dissolução total do coágulo. Os resultados foram expressos em minutos. 

 

4.3.2- ALPF 

A ALPF foi padronizada pelo método descrito por Astrup (1956a,b), com a 

modificação desenvolvida pelo Departamento de Bioquímica da Escola Paulista de 

Medicina, que estabelece a diluição do fibrinogênio em PBS 1:20.  

A placa de fibrina é preparada com fibrinogênio humano, utilizando-se uma 

solução de 0,1% de proteína coagulável. Este fibrinogênio é obtido a partir de uma bolsa de 

plasma e precipitado com PEG (polietilenoglicol), posteriormente este precipitado é 

ressuspendido em tampão PBS. A fração euglobulínica é preparada conforme a técnica para 

o TLE. Em seguida, o precipitado é ressuspenso em 200µL de tampão barbital EDTA, e 

posteriormente, aplicam-se alíquotas de 30µL em pontos eqüidistantes, sobre a placa de 

fibrina. Os resultados foram expressos em mm2, realizando-se a leitura dos diâmetros 

perpendiculares das áreas de lise após o tempo de 18 horas em estufa à 37°C. 
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4.4- Determinação dos polimorfismos 

4.4.1- Extração de DNA de Sangue Periférico 

O DNA foi extraído de 8ml de sangue periférico citratado. Após centrifugação 

por 15 minutos a 3500 rpm, o sobrenadante foi desprezado. Ao precipitado foram 

adicionados 5 volumes de NH4CL 144mM e ½ volume de NH4HCO3 10mM, sendo 

misturado por inversão, para lise das hemácias. As amostras foram centrifugadas a 2200 

rpm durante 20 minutos, desprezou-se o sobrenadante e o procedimento acima foi repetido. 

O sobrenadante foi descartado e ao sedimento obtido adicionou-se 5mL de 

tampão TKM1 (Tris-HCl 10mM, pH 7,6 KCl 10mM, MgCl2 10mM, EDTA 0,2mM) e 

125µL de Triton X10 (Sigma Chemical, CO, Steinheim, Alemanha). Após centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 5mL TKM1 e centrifugado 

novamente. O sedimento obtido foi ressuspenso com 400µL de TKM2 (NaCl 400mM, KCl 

10mM, pH 7.6 MgCl2 10mM) e 25µL de SDS 10 (dodecil sulfato de sódio), para a lise dos 

leucócitos. As amostras foram incubadas em banho-maria a 55°C durante 30 minutos. Após 

este período, foram acrescentados 180µL de NaCl 5M e homogeneizados com a própria 

Figuras 4 e 5-  Representação da ALPF após o período de 18 horas em estufa a 37ºC. 



ponteira. Esperou-se o tempo de 20 minutos em temperatura ambiente com a finalidade de 

precipitar as proteínas. Após este tempo, centrifugou-se a 12000 rpm por 5 minutos em 

microcentrífuga. 

O sobrenadante contendo o DNA foi submetido à extração através da adição de 

450µL de clorofórmio/álcool isoamílico e 450µL de fenol bidestilado saturado com  

Tris-HCl pH 8.0, seguida de centrifugação à 12000 rpm por 5 minutos. Este processo foi 

repetido após a adição de 1mL de clorofórmio/álcool-isoamílico. O sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo fundo cônico de 1500µL. Acrescentou-se 10% do volume do 

sobrenadante com acetato de sódio 3M pH 5.2 e 1mL de etanol absoluto gelado, e agitou-se 

por inversão para precipitação do DNA. 

Em seguida, centrifugou-se por 3 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado lavado com 1mL de etanol 70% gelado, e uma nova 

centrifugação foi realizada. Descartou-se o sobrenadante e o DNA precipitado permaneceu 

em temperatura ambiente para secar. Depois de seco, o DNA foi ressuspenso em 

aproximandamente 300µL de tampão TE (Tris-HCl 10mM pH 7.5 EDTA 1mM) que 

permaneceu durante 16 horas sob refrigeração (4°C) para sua total dissolução. 

 

4.4.2- Amplificação de seqüências gênicas específicas 

As regiões gênicas de interesse foram amplificadas a partir de amostras de 

DNA genômico pela reação em cadeia da polimerase (PCR), segundo procedimento 

descrito por Saiki et al (1988).  

As reações de amplificação foram realizadas a partir de 8 μL de DNA 

genômico, 1mM de cada deoxinucleotídeo trifosfato (dntps: dATP, dGTP, dCTP, dTTP),  

3 μL de tampão da enzima polimerase (10 mM Tris pH 8.5), 1,2 mM MgCl2, 0,5 μM de 

cada primer e 1U de Taq DNA polimerase. As reações foram submetidas a condições de 

ciclos pré-determinadas: 96ºC por 5 minutos para desnaturação inicial do DNA, seguida de 

35 ciclos de 96ºC por 40 segundos, temperatura de anelamento dos primers (ºC) por  

40 segundos e 72ºC por 1 minuto para a extensão do produto.  
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Para a realização das reações foi utilizado um termociclador automático de 

temperatura (Perkin Elmer-Cetus, Cetus Corp, Boston, MA, USA). 

 

4.4.3- Determinação de nucleotídeos polimórficos dos genes estudados 

Foram pesquisados três polimorfismos previamente identificados no gene do 

TAFI e um polimorfismo no gene da α2-antiplasmina. As amostras de DNA foram 

amplificadas pela PCR utilizando os oligonucleotídeos sintéticos descritos posteriormente. 

Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1,5% corado com brometo de etídio, em tampão de corrida TBE (Trizma/ácido 

bórico/ EDTA). 

 

4.4.3.1- TAFI 

A identificação dos polimorfismos no gene do TAFI foi realizada conforme 

descrito anteriormente por Brouwers et al (2003), utilizando-se os pares de primers 

específicos e a temperatura de anelamento (C°) como exposto na Tabela 1. 

Tabela 1- Descrição dos primers e enzimas de restrição que foram utilizadas na 

identificação dos polimorfismos do gene do TAFI. 

Polimorfismo Sequência dos Primers 
Temperatura de 

anelamento (°C) 
Enzimas de restrição

-438 A/G 5'-CAGAGATCCTGTAATCATCC-3' 58 HpyCH4 IV 

 5'-CGCGAAGACATGCTGCTCAC-3'   

505 G/A 5’-ATCCTGAAGCTTATTGTTAC-3’ 62 Fnu4H I 

 5’-TGAGTCTGACACAGGTGATC3’   

1040 C/T 5’-TGCTTCCAGTCTTAGTAGC-3’ 58 SpeI 

 5’-CAGTTGTATTACATGTGACC-3’   

Brouwers et al, 2003. 
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TAFI -438A/G 

Para a identificação do polimorfismo -438A/G, localizado no exon 1 do 

cromossomo 17, foi realizada uma reação para um volume final de 15μL, contendo 6μL do 

produto amplificado de 600pb, 1,5mM de Tris-HCl (pH = 7.4), e 3U da enzima HpyCH4 IV 

(MBI Fermentas, Lituânia). Esta reação foi incubada por 16 horas, em banho-maria a 37ºC. 

A enzima não reconhece o sítio do polimorfismo. 

Após a digestão do produto amplificado, na presença do alelo mutante (G), observou-se um 

fragmento de 600pb através de eletroforese em gel de agarose a 3%, corados com brometo 

de etídeo e visualizados sob luz ultravioleta. Quando o alelo normal (A) está presente a 

enzima reconhece o sítio de restrição, apresentando os fragmentos de 520pb e 80pb. Assim, 

amostras heterozigotas (AG) apresentam três fragmentos de tamanhos 600pb, 580pb e  

80 pb. 

 

 

→ 520 pb 
→ 600 pb 

→ 80 pb 

M   AG   AG   AA  AA  GG 

 

 

  

 

Figura 6- Digestão do polimorfismo -438 A/G no gene do TAFI (M=marcador). 

 

TAFI 505G/A (Ala147Thr) 

Para a identificação do polimorfismo 505G/A (Ala147Thr), localizado no  

éxon 6, foi realizada uma reação para um volume final de 15μL, contendo 6μL do produto 

amplificado de 225pb, 1,5mM de Tris-HCl (pH = 7.4), e 3U da enzima Fnu4H  
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(MBI Fermentas, Lituânia). Esta reação foi incubada por 16 horas, em banho-maria a 37ºC. 

Esta enzima não reconhece o local do polimorfismo. 

Da mesma forma, em seguida à digestão, o produto amplificado é observado 

através de eletroforese em gel de agarose a 3%, corados com brometo de etídeo e 

visualizados sob luz ultravioleta. Na presença do alelo mutante A (Thr), tem-se um 

fragmento de 225pb. Quando o alelo normal G (Ala) está presente a enzima reconhece dois 

sítios, possuindo os fragmentos de 152pb e 73pb. Amostras heterozigotas (GA) apresentam 

três fragmentos de tamanhos 225pb, 152pb e 73 pb. 

          

           

→ 225 pb 

→ 152 pb 

→  73 pb 

        M   GA  GA  GG  GA  AG  AA  AA 

 

 

 

 

 

 

Figura 7- Digestão do polimorfismo 505G/A no gene do TAFI (M=marcador). 

 

TAFI 1040C/T (Thr325Ile) 

A identificação do polimorfismo 1040C/T (Thr325Ile), localizado no éxon 9, 

foi realizada a partir de uma reação com volume final de 15μL, contendo 6μL do produto 

amplificado de 217pb, 1,5mM de Tris-HCl (pH = 7.4), 0,2μL de BSA e 3U da enzima SpeI 

(MBI Fermentas, Lituânia). Esta reação foi incubada por 16 horas, em banho-maria a 37ºC. 

A enzima não reconhece o sítio do polimorfismo. 
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Na presença do alelo mutante T (Ile), tem-se um fragmento de 217pb. Quando o 

alelo normal C (Thr) está presente há clivagem do sítio de restrição, formando dois 

fragmentos, com 167pb e 49pb. Nos indivíduos heterozigotos (CT) verificaram-se a 

presença de três fragmentos com 217, 167 e 49pb. Este fragmento de menor tamanho 

normalmente é perdido no decorrer do processo de eletroforese, tornando difícil sua 

visualização. 

 M     CC   CC    CT    CT    CT   TT                       

 

 

 

→ 216 pb  
→ 167 pb 

 

 →  49 pb 

Figura 8- Digestão do polimorfismo 1040C/T no gene do TAFI (M=marcador). 

 

4.4.3.2- α2-AP Arg6Trp (C33T) 

A identificação do polimorfismo Arg6Trp (substituição de uma Citosina por 

uma Timina) no exon 3 do gene da α2-antiplasmina foi realizada conforme descrito por 

Lind & Thorsen (1999). A seqüência dos primers de nucleotídeos utilizada foi: 

  Sense: 5'- GATCGCGTGGGTAGGATTCC- 3'  

  Anti-sense: 5'- CCACTGGAGTACTGAGTTCC- 3'  

A temperatura de anelamento estabelecida foi de 57C° e para detecção do 

polimorfismo foi utilizada a enzima de restrição Msp I. 
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A identificação do polimorfismo foi realizada em uma reação para um volume 

final de 15μL, contendo 6μL do produto amplificado de 1043pb, 1,5mM de Tris-HCl  

(pH = 7.4), e 3U da enzima MspI (MBI Fermentas, Lituânia). Esta reação foi incubada por 

16 horas, em banho-maria a 37ºC.  

A enzima não reconhece o sítio polimórfico, portanto na presença do alelo 

mutante (T), evidência-se os fragmentos de 538pb, 326pb e 179pb. Quando o alelo normal 

(C) está presente há clivagem do sítio de restrição, formando quatro fragmentos de 538pb, 

281pb, 179pb e 45pb. Nos indivíduos heterozigotos (CT) verificaram-se a presença de 

cinco fragmentos com 538pb, 326pb, 281pb, 179pb e 45pb.  

                          M    CC   CC   CT   CT    CT   TT  

 

 

 
→ 538 pb 

→ 326 pb  → 281 pb 

→ 179 pb 
 

 
→  45 pb 

 

Figura 9- Digestão do polimorfismo Arg6Trp no gene da α2-AP (M=marcador). 

 

4.5- Análise estatística  

Para descrever o perfil da amostra foram feitas tabelas das freqüências das 

variáveis categóricas. As variáveis contínuas foram descritas como mediana, valores 

máximo e mínimo, e estas foram comparadas pelo teste de Mann-Whitnney. As variáveis 

fatoriais foram comparadas pelo teste Fisher’s exact test. 
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Para correlação das variáveis, em cada grupo, foi utilizado o teste de 

Spearman’s rank correlation. 

A comparação dos parâmetros fibrinolíticos e o FXIII entre os grupos também 

foi realizada utilizando-se os valores dos percentis 10 e 90, medido nos controles. 

O cálculo do risco dos polimorfismos para a TVP foi determinado pelo teste 

Fisher’s exact test e expresso através do odds ratio (OR). 

A comparação entre as concentrações de TAFI, nos diversos genótipos foi 

realizada através do teste de Kruskal-Wallis rank sum test. Para estudo da distribuição 

genotípica dos polimorfismos foi utilizado o equilíbrio de Hardy-Weinberg e o cálculo do 

tamanho amostral. 

Também foi empregado análise multivariada através do modelo de regressão 

logística para definir o grupo trombótico ou hemorrágico, a fim de delimitar as variáveis 

que determinassem estes grupos. Para analisar as variáveis que exercem influência sobre os 

resultados do TLE e ALPF foi empregada a regressão linear.   

O nível de significância adotado para os testes estatísticos foi de 5%, ou seja, 

p<0,05. As análises estatísticas foram realizadas pelo programa computacional R 

Development Core Team (2007), versão 2,0. 
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5.1- 1ª análise 

5.1.1- Características clínicas 

Foram incluídos 31 pacientes com TVP, sendo 12 (38,71%) do sexo masculino 

e 19 (61,29%) do sexo feminino. No grupo com doenças hemorrágicas foram incluídos 45 

pacientes, 7 (15,6%) do sexo masculino e 38 (84,44%) do sexo feminino. O grupo controle 

foi composto por 50 indivíduos, 23 (46%) do sexo masculino e 27 (54%) do sexo feminino. 

A tabela 2 apresenta os dados relativos à mediana da idade, sexo e etnia dos 

pacientes e grupo controle. 

Tabela 2- Características demográficas dos pacientes hemorrágicos e com trombose e do 

grupo controle. 

 Controle Grupo 

Hemorrágico 

p* Grupo TVP p* 

Sexo (Masculino/Feminino) 23/27 7/38 0,001 12/19 0,64 

Idade – mediana 

(mínimo – máximo) 

31 

(18 – 53) 

32 

(18 – 64) 

0,44 37 

(20 – 61) 

0,005 

Etnia 

Descendente-Caucasóide 

Miscigenado 

Afro-descendente 

 

30 (60%) 

14 (28%) 

6 (12%) 

 

24 (53,35%) 

11 (24,45%) 

10 (22,20%) 

 

0,47 

 

16 (51,60%) 

10 (32,26%) 

5 (16,14%) 

 

0,72 

*Teste de Mann-Whitney foi usado para comparação das variáveis contínuas e teste de Fisher’s exact test  

para comparação entre as variáveis fatoriais, entre os grupos controle, hemorrágico, e TVP. 

 

Analisando a variável sexo nos grupos estudados, observamos que tanto o 

grupo hemorrágico como o de TVP tem um predomínio de indivíduos do sexo feminino em 

relação ao grupo controle, mas somente estatisticamente significativo na comparação do 

primeiro grupo (p=0,001). A comparação do grupo hemorrágico com o grupo de TVP 

mostrou que há maior número de mulheres no primeiro grupo, com uma diferença 

estatisticamente significativa (p<0,03).  
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O grupo com TVP apresentou a mediana de idade superior em relação ao grupo 

controle, com diferença estatisticamente significativa (p=0,005). 

O gráfico 1 apresenta a classificação dos pacientes com TVP de acordo com a 

idade na época da  trombose. 
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20% 
30 - 39 
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% 40 - 49 15% 26
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% 
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19
% 
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0% 
<30 30 - 39 40 - 49 >50

 

Gráfico 1- Idade do paciente na época da trombose 

 

O gráfico 2 apresenta os dados clínicos referentes a recorrência e antecedente 

familiar de TVP. 

   

 

 

 

 

 

Gráfico 2- Recorrência da trombose e história de antecedente familiar 
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Nota-se que nestes pacientes de TVP, selecionados através de critérios muito 

excludentes, a trombose ocorreu em sua maioria, numa idade inferior a 50 anos, como 

episódio único e, com histórico familiar positivo para doença tromboembólica. 

No grupo de pacientes com doença hemorrágica, 5 (11%) apresentaram 

sangramento espontâneo, 6 (13%) mantinham anemia crônica, e 20 (44%) receberam 

transfusão sanguínea apenas após procedimentos cirúrgicos. 

De acordo com o Questionário sobre Doenças Hemorrágicas, 36 (80%) dos 

pacientes apresentavam hemorragia leve e 9 (20%) apresentavam hemorragia moderada.  

O gráfico 3 apresenta a % de cada tipo de sangramento, evidenciando que um 

mesmo indivíduo apresentou mais de um deles e que a maior parte foi cutâneo-mucoso. 
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Gráfico 3- Caracterização dos sangramentos nos pacientes hemorrágicos 
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5.1.2- Dosagens plasmáticas 

Inicialmente foi estabelecido o valor de referência para cada um dos 

componentes dosados nas amostras plasmáticas do grupo controle, pelo cálculo da mediana 

e dos valores máximo e mínimo. A tabela 3 mostra esses valores e os sugeridos pelo 

fabricante de cada kit, evidenciando que resultados muito diferentes podem ser obtidos. 

Tabela 3- Valores de referência dos parâmetros da fibrinólise. 

 Valor de referência do estudo Valor sugerido pelo kit 

Plasminogênio 86 – 170% 75 – 150% 

α2-AP 96 – 152% 80 – 120% 

TAFI 11,50 – 28,90μg/mL 12 - 20μg/mL 

PAI-1 2 – 6,80U/mL 0,3 – 3,5U/mL 

FXIII 52,50 – 156% 70 – 140% 

 

 

A tabela 4 mostra os resultados da mediana, mínimo e máximo das 

concentrações de plasminogênio, α2 AP, TAFI, PAI-1 e FXIII, nos pacientes e controles, e 

os percentis 10 e 90 encontrado no grupo controle. 

Resultados 

98



Tabela 4- Comparação das diversas variáveis entre os grupos controle e o grupo 

hemorrágico. 

 Grupo controle Grupo hemorrágico Grupo TVP Hemorrágico 

X 

TVP 
 P10 

P90 

Mediana  

(Min – Máx) 

Mediana  

(Min – Máx) 

p* Mediana 

(Min – Máx) 

p* p* 

PLG <=106,21 

>147,54  

120,95  

(86,1 – 169,9) 

121,6  

(73,8 – 406,1) 

0,24 131,10  

(94 – 159,7) 

0,04 0,19 

α2-AP <=114,4>

140,04 

127,26  

(96,3 – 152,2) 

130,07  

(93,5 – 156,8) 

0,26 124,25  

(100,5 – 144,1) 

0,008 0,01 

TAFI <=13,55  

>23,13 

19,45  

(11,5 – 28,9) 

21,24  

(12,1 – 33,0) 

0,008 16,27  

(9,8 – 21,7) 

<0,001 

 

<0,001 

 

PAI-1 <=3,47 

>5,67  

4,59  

(1,9 – 6,8) 

4,81  

(0,0 – 7,3) 

0,14 5,63  

(1,9 – 8,6) 

0,01 0,06 

FXIII <=66,66 

>122,66 

96,60  

(52,5 – 156) 

88,60  

(50,2 – 156) 

0,18 103,30  

(62 – 156) 

0,04 0,009 

* Teste de Mann-Whitney foi usado para comparação das variáveis entre os grupos controle, hemorrágico e 

TVP. 

A comparação das medianas do grupo hemorrágico e do grupo controle não 

mostrou diferença nas variáveis, com exceção do TAFI, que estava significativamente 

aumentado no grupo hemorrágico (p=0,008). 

Em 15,55% dos pacientes com doença hemorrágica obtivemos um aumento da 

atividade do plasminogênio, mas sem diferença estatística em relação ao grupo controle. 

A comparação do grupo hemorrágico e controle, pelos resultados dos percentis 

90 e 10, para cada uma das variáveis analisadas mostrou diferença estatisticamente 

significativa apenas para o TAFI, que apresentava maior número de indivíduos com doença 

hemorrágica com atividade dessa proteína acima do P90 (OR 4.65; CI95% 1,43-18,1; 

p<0,001); 
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A análise de deficiências específicas revelou que um dos pacientes com doença 

hemorrágica apresentou como única alteração uma deficiência grave de PAI-1. Este 

indivíduo, do sexo feminino, 30 anos, relatava sangramento aumentado aos 7 anos, após 

tonsilectomia, sem investigação na época. Desde então, apresentou alguns hematomas 

subcutâneos espontâneos e foi encaminhada ao Hemocentro da Unicamp após hemorragia 

pós-extração dentária. Durante cesárea teve sangramento aumentado que ocasionou anemia, 

mas sem necessidade de transfusão sanguínea. Não tinha história de consangüinidade ou 

história familiar de sangramento. 

Também, neste grupo de pacientes hemorrágicos foi estabelecido o diagnóstico 

de deficiência leve do FXIII (50,20%). Este indivíduo, do sexo masculino, 23 anos, 

apresentou sangramento aumentado em 3 extrações dentárias, em momentos diferentes. 

Relatava epistaxes (leve, 3 vezes ao ano com duração em torno de 7 minutos) somente na 

infância e  aparecimento de equimoses espontâneas esporadicamente. Submeteu-se a 

cirurgia para correção de hérnia de disco, mas sem qualquer complicação hemorrágica. Na 

história familiar, referia que a mãe apresentava sintomas hemorrágicos, mas com 

diagnóstico de doença de von Willebrand.  

O grupo de TVP quando comparado ao grupo controle mostrou aumento 

significativo do plasminogênio (p=0,04), do PAI-1 (p=0,01) e do FXIII (p=0,04) e, 

diminuição de α2-AP (p=0,008) e do TAFI (p<0,001). 

No grupo de TVP não se estabeleceu nenhuma deficiência de plasminogênio. 

A análise estatística comparando os grupos de pacientes revelou que, com 

exceção do plasminogênio e do PAI-1, houve diferenças significativas, com aumento do 

FXIII (p=0,009) e diminuição do TAFI (p<0,001) e da α2-AP (p=0,01) no grupo TVP em 

relação ao grupo hemorrágico. 

A comparação dos resultados das variáveis nos grupos TVP e controle, pelos 

percentis 10 e 90, mostrou que o aumento do PAI-1 acima do percentil 90 foi um fator de 

risco para TVP (OR 6.30; CI95% 1,44-39,35; p=0,007). 
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Para avaliação global do sistema fibrinolítico comparou-se as medianas do TLE 

e da ALPF pré e pós oclusão; e, para análise do potencial de resposta fibrinolítica,  

analisou-se a razão entre os tempos do TLE e as áreas da ALPF pré e pós oclusão  

(tabela 5). 

Tabela 5- Comparação das medianas do TLE e ALPF (pré, pós e razão) entre o grupo 

hemorrágico e o grupo controle. 

 Grupo controle Grupo hemorrágico Grupo TVP Hemorrágico  
X 

 TVP 
 Mediana 

(Min – Máx) 

Mediana 

(Min – Máx) 

p* Mediana 

(Min – Máx) 

p* p* 

TLE pré 250 

(85 – 415) 

175  

(115 – 355) 

0,003 295 

(85 – 475) 

0,01 <0.001 

TLE pós 145 

(25 – 325) 

115 

(10 – 355) 

0,001 235 

(25 – 385) 

0,009 <0.001 

TLE razão 1,43 

(0,49 – 11,80) 

1,77 

(1,00 – 14,50) 

0,008 1,23 

(1,00 – 5,00) 

0,06 <0.001 

APLF pré 95 

(30 – 240) 

100 

(42 – 255) 

0,15 81 

(30 – 192) 

0,04 0,005 

APLF pós 174,50 

(80 – 550) 

182 

(90 – 702) 

0,25 144 

(70 – 416) 

0,02 0,003 

APLF razão 0,61 

(0,10 – 1, 01) 

0,55 

(0,18 – 0,93) 

0,48 0,61 

(0,19 – 0,59) 

0,41 0,36 

*Teste de Mann-Whitney foi usado para comparação das variáveis entre os grupos controle e hemorrágico e 

TVP. 

 

Os TLEs pré (p=0,003) e pós-oclusão (p=0,001) apresentavam-se 

significativamente diminuídos no grupo hemorrágico em relação ao controle; e, a razão do 

TLE mostrou-se significativamente aumentada (p=0,008) nos pacientes em relação aos 

controles. 

As ALPFs pré e pós-oclusão estavam aumentadas nos pacientes com doença 

hemorrágica em relação aos controles, mas sem significância estatística. A razão pré e  

pós-oclusão da ALPF mostrou-se diminuída, mas não estatisticamente significante. 
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O grupo TVP apresentou TLEs pré (p=0,01) e pós-oclusão (p=0,009) 

aumentados e ALPFs pré (p=0,04) e pós-oclusão (p=0,02) diminuídas em comparação ao 

grupo controle, todos estes dados mostrando significância estatística. A razão do TLE pré e 

pós-oclusão mostrou uma diminuição não significativa, e a razão da ALPF pré e  

pós-oclusão apresentou valor idêntico ao normal. 

A comparação dos TLEs pré (p<0.001) e pós-oclusão (p<0.001) e da razão 

(p<0.001) desses tempos entre o grupo hemorrágico e o grupo TVP mostrou uma 

diminuição dos TLEs e aumento da razão estatisticamente significativos no primeiro grupo. 

As ALPFs pré (p=0,005) e pós-oclusão (p=0,003) estavam significativamente aumentadas 

nos pacientes hemorrágicos, mas a razão entre essas áreas não foi estatisticamente diferente 

entre os grupos. 

Para avaliar a influência de cada um dos componentes da fibrinólise analisados 

neste estudo sobre o TLE e a ALPF, empregou-se a correlação de Spearman, em cada 

grupo. Também nesta correlação acrescentou-se o fibrinogênio para avaliar a sua influência 

sobre estes métodos. 
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Tabela 6- Correlação das variáveis TAFI, PLG, α2-AP, PAI-1 e FBG com as variáveis TLE 

e ALPF pré e pós-oclusão, de acordo com os grupos de pacientes e controles. 

 Grupo Controle Grupo Hemorrágico Grupo TVP 

 Coeficiente de 

Correlação 
p* 

Coeficiente de 

Correlação 
p* 

Coeficiente de 

Correlação 
p* 

TAFI x TLE pré -0,02 0,43 0,31 0,01 0,28 0,06 

TAFI x TLE pós -0,07 0,31 0,26 0,04 0,28 0,05 

TAFI x ALPF pré 0,03 0,41 -0,08 0,27 -0,09 0,30 

TAFI x ALPF pós 0,03 0,41 -0,11 0,22 -0,26 0,07 

PLG x TLE pré -0,13 0,17 0,07 0,31 0,26 0,07 

PLG x TLE pós -0,21 0,06 0,15 0,14 0,33 0,03 

PLG x ALPF pré 0,21 0,06 -0,05 0,34 0,12 0,25 

PLG x ALPF pós 0,26 0,03 -0,15 0,15 -0,02 0,44 

α2AP x TLE pré 0,16 0,12 0,17 0,12 0,06 0,37 

α2-AP x TLE pós 0 0,49 0,26 0,04 -0,08 0,33 

α2-AP x ALPF pré 0 0,49 -0,24 0,05 0 0,49 

α2-AP x ALPF pós 0,03 0,39 -0,18 0,10 0,28 0,05 

PAI-1 x TLE pré 0,14 0,22 0,21 0,08 0,14 0,21 

PAI-1 x TLE pós 0,31 0,04 0,15 0,15 0,08 0,33 

PAI-1 x ALPF pré 0,07 0,35 0,01 0,46 0,14 0,21 

PAI-1 x ALPF pós -0,21 0,07 -0,14 0,16 0,18 0,15 

FBG x TLE pré -0,06 0,33 0,08 0,28 0,16 0,18 

FBG x TLE pós -0,02 0,43 0,11 0,22 0,05 0,38 

FBG x ALPF pré 0,29 0,01 0,01 0,46 -0,11 0,26 

FBG x ALPF pós 0,16 0,12 -0,09 0,27 -010 0,29 

*Análise estatística pelo teste Spearman’s rank correlation. 

No grupo controle observou-se apenas uma correlação positiva estatisticamente 

significativa entre o PLG e a ALPF pós-oclusão (p=0,03), o PAI-1 e o TLE pós-oclusão 

(p=0,04), e o FBG e a ALPF pré-oclusão (p=0,01). 

No grupo hemorrágico houve uma correlação significativamente positiva entre 

o TAFI e os TLEs pré (p=0,01) e pós-oclusão (p=0,04), e a α2-AP e o TLE pós-oclusão 

(p=0,04). Notou-se uma correlação negativa estatisticamente significativa entre a α2-AP e a 

ALPF pré-oclusão (p=0,05). 
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No grupo de TVP observou-se uma correlação significativamente positiva entre 

o TAFI e o TLE pós-oclusão (p=0,05), o PLG e o TLE pós-oclusão (p=0,03) e a α2-AP e a 

ALPF pós-oclusão (p=0,05). 

A tabela 7 mostra a análise da correlação entre os TLEs e ALPFs pré e  

pós-oclusão, assim como entre os TLE e ALPF tanto pré como pós-oclusão. 

Tabela 7- Correlação das variáveis TLE e ALPF (pré e pós) em cada grupo. 

*Análise estatística pelo teste Spearman’s rank correlation. 

 Grupo Controle Grupo Hemorrágico Grupo Trombótico 

 Coeficiente de 

Correlação 
p* 

Coeficiente 

de Correlação 

p* Coeficiente de 

Correlação 

p* 

TLEpré x TLEpós 0,69 <0,001 0,75 <0,001 0,82 <0,001 

TLEpré x ALPFpré -0,52 <0,001 -0,63 <0,001 -0,30 0,04 

TLEpós x ALPFpós -0,80 <0,001 -0,83 <0,001 -0,50 0,001 

ALPFpré x ALPFpós 0,58 <0,001 0,67 <0,001 0,34 0,02 

 

A análise estatística mostrou uma correlação significativamente positiva do 

TLE e da ALPF pré e pós oclusão, tanto nos pacientes como nos controles. Também se 

observou uma significância estatística, com correlação negativa, entre o TLE e a ALPF pré 

ou pós oclusão, em todos os grupos analisados.  

 

5.2- 2ª análise 

5.2.1- Análise de polimorfismos genéticos 

Neste estudo foram determinados três polimorfismos no gene do TAFI,                 

-438G/A, Ala147Thr e Thr325Ile, que alguns pesquisadores demonstraram estar 

relacionados com a atividade plasmática do TAFI. Inicialmente determinaram-se os 

genótipos em um grupo controle, constituído por 352 indivíduos, com idade mediana de 32 

anos (mínima de 16 e máxima de 63 anos), sendo 68 (19,32%) do sexo masculino e 284 
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(80,68%) do sexo feminino, classificados como 212 descendentes Caucasóides (60,23%), 

81 miscigenados (23,01%) e 59 Afro-descendentes (16,76%). 

A distribuição dos genótipos dos três polimorfismos estava em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg. O cálculo do tamanho amostral revelou que o número de indivíduos 

incluídos foi adequado. O n mínimo necessário com poder estatístico de determinar uma 

diferença entre os grupos analisados, com um erro de 20% foi de 268 indivíduos para o 

polimorfismo -438A/G, 178 indivíduos para o polimorfismo Ala147Thr, e 223 indivíduos 

para o polimorfismo Thr325Ile. 

Os polimorfismos foram determinados em um grupo de 278 pacientes com 

TVP, com idade mediana de 35 anos (mínimo de 18 e máximo de 63 anos), sendo 106 

(38,13%) do sexo masculino e 172 (61,87%) do sexo feminino, classificados como 164 

descendentes Caucasóides (58,99%), 64 miscigenados (23,02%), e 50 Afro-descendentes 

(17,99%).  

A tabela 8 apresenta a prevalência dos genótipos de cada polimorfismo, e 

também a associação da prevalência de indivíduos portadores dos genótipos homozigoto 

mutante e heterozigoto, nos pacientes e controles. Os resultados mostraram que não houve 

diferença significativa da prevalência entre os grupos, e que esses polimorfismos não 

estavam associados ao risco de trombose. 
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Tabela 8- Prevalência dos polimorfismos no grupo controle e no grupo TVP. 

*Análise estatística pelo teste Fisher’s Exact. 

 
Controles 

(n=352) 

TVP 

(n=278) 
p* OR (IC 95%) 

TAFI -438 

GG 

AG 

AA 

AA+AG 

 

190 (53,98%) 

138 (39,20%) 

24 (6,82%) 

162 (46,02%) 

 

143 (51,44%) 

115 (41,37%) 

20 (7,19%) 

135 (48,56%) 

 

0,81 

 

 

0,57 

 

 

 

 

1,10 (0,79 – 1,53) 

Ala147Thr  

Ala/Ala) 

(Ala/Thr) 

(Thr/Thr) 

Thr/Thr+Ala/Thr 

 

156 (44,32%) 

145 (41,19%) 

51 (14,49%) 

199 (55,68%) 

 

131 (47,12%) 

109 (39,21%) 

38 (13,67%) 

147 (52,88%) 

 

0,78 

 

 

0,51 

 

 

 

 

0,89 (0,64 – 1,24) 

Thr325Ile 

(Thr/Thr) 

(Thr/Ile) 

(Ile/Ile) 

Ile/Ile+Thr/Ile 

 

163 (46,31%) 

166 (47,16%) 

23 (6,53%) 

189 (53,69%) 

 

141 (50,72%) 

114 (41,01%) 

23 (8,27%) 

137 (49,28%) 

 

0,27 

 

 

0,29 

 

 

 

 

0,83 (0,60 – 1,16) 

 

Esses polimorfismos também foram determinados nos três grupos (controles, 

TVP e hemorrágicos) da 1a
 análise, e estão apresentados na tabela 9.  
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Tabela 9- Comparação da prevalência dos genótipos entre os grupos controle, hemorrágico 

e TVP.  

 Controles 

N=50 

Hemorrágicos 

N=45 
P* 

OR  

(IC 95%) 

TVP 

N=31 
p* 

OR  

(IC 95%) 

TAFI -438 

GG 

AG 

AA 

AA+AG 

 

28 (56%) 

20 (40%) 

2 (4%) 

22 (44%) 

 

27 (60%) 

15 (33,30%) 

3 (6,70%) 

18 (40%) 

 

0,73 

 

 

0,83 

 

 

 

 

0,85 

(0,35 - 2,08) 

 

18 (58%) 

11 (35,50%) 

2 (6,50%) 

13 (42%) 

 

0,80 

 

 

1,0 

 

 

 

 

0,92  

(0,36 - 2,49) 

Ala147Thr 

(Ala/Ala) 

(Ala/Thr) 

(Thr/Thr) 

Thr/Thr+Ala/Thr 

 

27 (54%) 

16 (32%) 

7 (14%) 

23 (46%) 

 

16 (35,60%) 

22 (48,90%) 

7 (15,50%) 

29 (64%) 

 

0,18 

 

 

0,09 

 

 

 

 

2,11 

 (0,86 -5,28) 

 

16 (51,60%) 

9 (29%) 

6 (19,40%) 

15 (48%) 

 

0,86 

 

 

1,0 

 

 

 

 

1,09 

 (0,41 – 2,97) 

Thr325Ile 

(Thr/Thr) 

(Thr/Ile) 

(Ile/Ile) 

Ile/Ile+Thr/Ile 

 

27 (54%) 

22 (44%) 

1 (2%) 

23 (46%) 

 

25 (55,50%) 

16 (35,60%) 

4 (8,90%) 

20 (44%) 

 

0,30 

 

 

1,0 

 

 

 

 

0,94 

(0,39 – 2,28) 

 

17 (54,80%) 

11 (35,50%) 

3 (9,70%) 

14 (45%) 

 

0,30 

 

 

1,0 

 

 

 

 

0,96 

(0,36 – 2,61) 

*Análise estatística pelo teste Fisher's Exact. 

 

Como pode ser observado, não houve diferença estatisticamente significativa na 

prevalência dos três genótipos do TAFI entre os grupos, assim como entre os grupos 

hemorrágico e TVP.   

Como foi descrito que esses polimorfismos têm correlação com a atividade 

plasmática do TAFI, avaliou-se essa correlação nesses três grupos, e os resultados estão 

apresentados na tabela 10. 
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Tabela 10- Comparação dos polimorfismos TAFI -438G/A, Ala147Thr e Thr325Ile em 

relação à atividade do TAFI em cada grupo. 

 Grupo controle Grupo hemorrágico Grupo TVP 

 Mediana 

(Min – Máx) 

 

p* 

Mediana 

(Min – Máx) 

 

p* 

Mediana 

(Min – Máx) 

 

p* 

TAFI -438 

GG 

AG 

AA 

 

21,69 (20,65-22,73) 

19,06 (11,49-28,85) 

19,45 (13,43-27,32) 

 

0,25 

 

24,13 (21,75-32,99) 

23,18 (14,55-31,84) 

20,31 (12,10-30,40) 

 

0,11 

 

17,00 (16,56-17,44) 

16,44 (12,12-21,42) 

14,78 (9,76-21,69) 

 

0,55 

Ala147Thr 

(Ala/Ala) 

(Ala/Thr) 

(Thr/Thr) 

 

20,95 (13,48-23,31) 

19,00 (11,49-28,85) 

19,39 (19,39-27,32) 

 

0,28 

 

19,35 (12,99-31,17) 

21,60 (12,10-31,84) 

21,95 (12,12-32,99) 

 

0,73 

 

15,32 (11,85-19,72) 

17,08 (13,84-19,87) 

16,35 (9,76-21,69) 

 

0,61 

Thr325Ile 

(Thr/Thr) 

(Thr/Ile) 

(Ile/Ile) 

 

20,65 (20,65-20,65) 

19,58 (11,49-28,85) 

19,43 (13,43-27,32) 

 

0,78 

 

25,79 (21,75-32,99) 

19,75 (12,12-31,84) 

21,02 (12,10-31,17) 

 

0,10 

 

17,44 (16,56-18,51) 

17,08 (12,12-21,69) 

15,01 (9,76-21,45) 

 

0,25 

*Análise estatística pelo teste Kruskal-Wallis rank sum. 

 

Os resultados não mostraram nenhuma relação entre a atividade do TAFI e os 

genótipos dos três polimorfismos tanto no grupo controle, como nos pacientes com TVP ou 

alteração hemorrágica. 

Para avaliação da associação da atividade plasmática do TAFI com os 

polimorfismos neste gene realizou-se uma análise por regressão linear no grupo controle. 

Os resultados mostraram que a presença do polimorfismo TAFI -438A/G (homozigoto 

mutante + heterozigoto x homozigoto normal) (p=0,02) e Ala147Thr (homozigoto mutante 

x heterozigoto + homozigoto normal) tem influência sobre a atividade do TAFI. 

Nos grupos de pacientes com doença hemorrágica e com TVP não houve 

nenhuma relação da atividade do TAFI com os polimorfismos neste gene.  
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O polimorfismo Arg6Trp no gene da α2-AP foi determinado nos mesmos 

grupos que constituíam a 2a análise, porém em um número reduzido de indivíduos. Assim, 

foram incluídos 167 indivíduos saudáveis, com idade mediana de 35 anos (mínima de 18 e 

máxima de 63 anos), sendo 51 (30,54%) do sexo masculino e 116 (69,46%) do sexo 

feminino. Destes 93 (55,69%) eram descendentes Caucasóides, 44 (26,35%) miscigenados, 

e 30 (17,96%) Afro-descendentes. O grupo de TVP foi composto por 161 pacientes, com 

idade mediana de 36 anos (mínima de 13 e máxima de 63 anos) sendo 43 (26,71%) do sexo 

masculino e 118 (73,29%) do sexo feminino, e classificados como 92 (57,14%) 

descendentes Caucasóides, 38 (23,60%) miscigenados, e 31 (19,26%) Afro-descendentes. 

A distribuição dos genótipos desse polimorfismo estava em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg. O tamanho da amostra foi adequado estatisticamente, sendo necessário 

um n mínimo, com um erro de 30%, de 131 indivíduos. 

Na tabela 11, apresenta-se a prevalência dos genótipos do polimorfismo 

Arg6Trp, e também da associação da prevalência dos genótipos homozigoto mutante e 

heterozigoto, nos pacientes e controles.   

Tabela 11- Comparação da prevalência dos genótipos entre os grupos controle, 

hemorrágico e TVP.  

*Análise estatística pelo teste Fisher's Exact. 

 Controles 

 (n=167) 

TVP 

(n=161) 

p* OR (IC 95%) 

Arg/Arg 

Arg/Trp 

Trp/Trp 

Trp/Trp+ Arg/Trp 

95 (56,89%) 

62 (37,13%) 

10 (5,98%) 

72 (43,11%) 

104 (64,60%) 

47 (29,19%) 

10 (6,21%) 

57 (35,40%) 

0,29 

 

 

0,17 

 

 

 

0,72 (0,45 – 1,15) 

 

Não houve diferença estatisticamente significativa na prevalência dos genótipos 

no polimorfismo Arg6Trp entre os grupos, e o mesmo não apresenta associação com o risco 

de trombose. 
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5.2.2- Determinação de variáveis preditoras de doença hemorrágica ou TVP 

Para avaliação das variáveis que pudessem definir o grupo hemorrágico ou 

trombótico foi realizado uma análise de regressão logística multivariada, incluindo-se as 

seguintes variáveis: sexo, idade, etnia, TLE e ALPF pré e pós-oclusão, as dosagens de 

plasminogênio, α2-AP, TAFI, PAI-1, e os genótipos dos polimorfismos do TAFI. 

No modelo de avaliação para doença hemorrágica foram definidas com 

variáveis preditoras o sexo do gênero masculino, o TLE pós-oclusão, o polimorfismo 

Thr325Ile (homozigoto mutante x heterozigoto + homozigoto normal) e o PAI-1. Dentre 

estes, o sexo masculino e o aumento do TLE pós-oclusão podem ser considerados fatores 

de proteção, e o polimorfismo Thr325Ile em homozigose e os níveis elevados de PAI-1 

como fatores de risco para a doença hemorrágica. 

Para o modelo de avaliação da TVP as variáveis sexo do gênero masculino, 

TAFI, plasminogênio, TLE pré-oclusão e, α2-AP foram estabelecidas como preditoras. As 

variáveis relacionadas à proteção para a TVP foram o sexo masculino, a α2-AP e o TAFI. O 

aumento do plasminogênio e o TLE pré-oclusão indicam um fator de risco para o evento 

trombótico.  

Para avaliação da influência da atividade da α2-AP, do plasminogênio, do 

TAFI, do PAI-1 e do FXIII, sobre o TLE e a ALPF empregou-se um modelo de regressão 

linear, incluindo-se idade e grupo étnico. 

Esse modelo de regressão demonstrou, no grupo controle, que o aumento da 

concentração do PAI-1 (p=0,02) tem influência sobre o TLE pós-oclusão, e o aumento do 

plasminogênio sobre a ALPF pós-oclusão (p=0,01). Os resultados mostraram também que o 

aumento da atividade do TAFI está relacionado com uma diminuição do PAI-1 (p=0,04) e 

da α2-AP (p= 0,01). 

O resultado da regressão linear no grupo hemorrágico revelou que a diminuição 

da atividade da α2-AP tem relação com o aumento da ALPF pós-oclusão (p=0,02). 

No grupo trombótico, observou-se que o aumento do TAFI está relacionado a 

um aumento do plasminogênio (p<0,001).  
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Em conseqüência da falha no equilíbrio entre o sistema fibrinolítico e o sistema 

de coagulação, observa-se funções anti-coagulantes e pró-coagulantes desreguladas. Este 

desequilíbrio leva a uma expressão aumentada ou diminuída da atividade coagulante, 

podendo desencadear um processo hemorrágico ou trombótico respectivamente  

(Mann, 1999). 

Para compreensão e análise da atuação do sistema fibrinolítico foram analisados 

grupos distintos de pacientes, a fim de abranger tanto um estado conhecido como 

hiperfibrinólise que pode culminar num quadro clínico de hemorragia, quanto o estado de 

hipofibrinólise que pode levar a um quadro clínico de trombose venosa espontânea. 

Em uma parcela de pacientes com doenças hemorrágica ou trombótica 

espontânea a investigação laboratorial de rotina não revela nenhum fator etiológico 

responsável pela alteração. Assim, somente com um estudo específico para a fibrinólise 

estes casos podem ser investigados mais detalhadamente.  

Vários estudos mostram a avaliação dos diversos fatores e inibidores deste 

sistema, porém na maioria dos casos, são relatados de forma isolados e independentes 

(Agreen et al, 2007), e ainda, correlacionando-os com outras doenças de base  

(Gerner et al, 2001; Adam et al, 2004).  

Há também, uma grande relação de estudos que analisam os componentes do 

sistema fibrinolítico relacionando-os com casos de trombose venosa. A hipofibrinólise, 

definida como ausência ou deficiência da atividade fibrinolítica, tem sido demonstrada em 

pacientes que sofreram TVP por mais de 30 anos (Bauer, 2001; Vaughan, 2005;  

Schuster et al, 2007). 

Por outro lado, a relação da fibrinólise com pacientes hemorrágicos sem um 

diagnóstico estabelecido, normalmente, é uma análise pouco investigada. A maioria dos 

diagnósticos estabelecido nestes pacientes envolve desordens da hemostasia primária, 

seguida por deficiências dos fatores da coagulação, enquanto que defeitos no sistema 

fibrinolítico raramente são identificados (Chin & Koong, 1990; Kadir et al, 1998;  

Dilley et al, 2001). 
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6.1- Características clínicas 

A análise deste estudo requer que se ressalte a seleção dos pacientes incluídos. 

Para que se obtivesse uma casuística suficiente que permitisse uma análise comparativa 

entre os grupos, foram revisados os atendimentos no Ambulatório de Hemostasia do 

Hemocentro pelo período dos últimos 10 anos, pois os critérios de seleção eram muito 

excludentes. Por outro lado, um grupo tão selecionado pode favorecer o diagnóstico de 

alterações mais raras. Todos os pacientes, de ambos os grupos, já haviam sido amplamente 

investigados e nenhum diagnóstico etiológico para a patologia em questão foi estabelecido. 

Observamos que tanto o grupo de pacientes com alterações hemorrágicas como 

o de TVP apresentavam um predomínio de indivíduos do sexo feminino, apesar dessa 

diferença ser significativa apenas no primeiro grupo. Isto pode ser explicado, nos casos de 

hemorragia, pelo fato das mulheres estarem expostas a fatores de risco exclusivos, como a 

menstruação e o parto.  

Já no grupo trombótico, é interessante ressaltar, que mesmo tendo sido 

excluídos os fatores de risco relacionados ao sexo feminino, como anticoncepcionais 

hormonais, terapia de reposição hormonal, gestação e puerpério, houve um predomino de 

mulheres, talvez indicando que outros fatores ainda não definidos possam favorecer o 

desenvolvimento de trombose venosa nesse grupo.  

Apesar da idade ser uma fator de risco bem estabelecido para TVP, apenas 19% 

dos pacientes incluídos neste estudo apresentaram idade superior a 50 anos. Mais intrigante 

ainda é o fato de apenas terem sido incluídos pacientes com TVP espontânea. Esses dados 

sugerem que algum fator hereditário ou ambiental, como poluição, infecções 

assintomáticas, ainda não definidos, possam estar presentes como fatores desencadeantes 

do episódio trombótico. Favorece a hipótese da presença de fatores de risco genético, a 

presença de antecedente familiar de doença vascular oclusiva em 61% dos pacientes. 

Quanto à recorrência da TVP, observamos que a maior parte dos pacientes 

apresentou episódio único de trombose. Isto talvez esteja relacionado ao fato dos pacientes 

fazerem tratamento regular no Hemocentro após o episódio trombótico, com orientações 

adequadas quanto à profilaxia de novos episódios, incluindo o uso regular de meia elástica.  
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Em relação à etnia, observamos a mesma proporção de  

descendentes-Caucasóides, miscigenados e Afro-descendentes nos grupos TVP e controle. 

No grupo hemorrágico, obteve-se um número maior de pacientes Afro-descendentes, mas 

sem uma diferença significativa. Estudos que avaliaram a relação entre doença hemorrágica 

e etnia não identificaram diferenças significativas entre Caucasóides e Afro-descendentes 

(Harlow et al, 1997; Werner et al, 1993; Romano & Hope, 1990). 

A classificação dos pacientes com doença hemorrágica pelo Questionário sobre 

Doenças Hemorrágicas proposto pelo Working Group, revelou que a maior parte deles 

apresentava sangramentos considerados leves. Isto poderia suscitar a hipótese de que na 

verdade os mesmos não apresentavam doença hemorrágica, e sim, fossem pacientes que 

supervalorizavam sua história clínica, ou que fossem erroneamente entrevistados pelos 

médicos que os assistiram. Contudo, esse questionário foi proposto justamente para evitar 

interpretação subjetiva das respostas, por ser simples e reprodutível.  

Ficou evidente neste estudo que com o emprego apenas do primeiro 

questionário, os pacientes teriam sido classificados como apresentando doença hemorrágica 

de maior gravidade. Isto ressalta a importância de se tentar padronizar a análise  

clínico-laboratorial dos pacientes com doenças hemorrágicas, quer nacional ou 

internacionalmente, para que dados obtidos nos diversos Centros possam realmente ser 

comparáveis.   

Também não podemos afastar a hipótese de que os pacientes com doença mais 

grave, como sangramento do coto umbilical, hemorragias graves após procedimentos ou em 

sistema nervoso central tenham evoluído para o óbito, sem que tenham sido investigados 

por nenhum serviço médico quanto à etiologia. 

 

6.2- Dosagens plasmáticas 

Ao analisarmos as dosagens obtidas no nosso grupo controle em relação 

àquelas estabelecidas pelos kits, nota-se uma diferença bem pronunciada. Este fato pode ser 

decorrente do grupo controle ser composto por 50 indivíduos, mas não afasta variáveis 
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analíticas inerentes ao laboratório, além de diferenças populacionais. Portanto, ressalta que 

é fundamental que cada laboratório estabeleça o seu valor de referência local.  

Também, os fabricantes dos kits utilizados, não informam o número de 

amostras avaliadas para definição do valor normal por eles sugeridos, o que dificulta a 

comparação dos resultados obtidos. 

Os programas de controle de qualidade em laboratórios internacionais com 

critérios, apesar de difíceis, consideram que para estabelecimento de uma variação normal 

de qualquer parâmetro deva-se incluir a determinação de 120 dosagens de indivíduos 

diferentes. 

No início deste estudo, foi estabelecida a inclusão de 50 amostras. Ao se 

analisar os resultados dos componentes da fibrinólise nos grupos de pacientes foram 

verificados que alguns deles estavam com níveis acima ou abaixo dos limites de 

normalidade, mas muito próximos da variação normal. Isso mostra que se tivesse sido 

incluído um maior número de controles, talvez esses valores fossem considerados normais. 

 

6.2.1- Grupo hemorrágico 

Componentes fibrinolíticos 

Os resultados obtidos com a análise de alguns componentes da fibrinólise no 

grupo hemorrágico revelou que apenas o TAFI estava significativamente aumentado, tanto 

em relação ao grupo controle como ao grupo TVP. O TAFI medido neste estudo representa 

o TAFIa, gerado pela ativação do TAFI por ação do complexo trombina/trombomodulina 

ou pela plasmina. Um estudo publicado recentemente mostrou que pacientes com hemofilia 

A ou doença de von Willebrand apresentavam aumento do TAFIa, sugerindo um aumento 

da conversão do pró-TAFI em sua forma ativada nessas doenças hemorrágicas. Como a 

geração de trombina está diminuída nessas doenças, a hipótese é que a plasmina seria a 

responsável por essa ativação, e que representaria um mecanismo de feedback para 

equilibrar a menor ativação do TAFI pela trombina. Portanto, nossos resultados poderiam 
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corroborar essa hipótese. Contudo, em nenhum desses pacientes foi firmado o diagnóstico 

de uma doença hemorrágica que sabidamente estivesse associada a menor geração de 

trombina. Nesse caso, teria sido interessante a análise de parâmetros que confirmassem essa 

hipótese, como o fragmento 1+2 da protrombina, teste de geração de trombina  

(Antovic et al, 2004). 

O achado de uma correlação positiva entre o TAFI e o TLE pré e pós-oclusão 

sugere que o aumento do primeiro acarretaria uma hipofibrinólise, favorecendo a hipótese 

discutida anteriormente.  

Contudo, mesmo com esses achados, a avaliação global da atividade 

fibrinolítica nos pacientes com doença hemorrágica, avaliada pelo TLE e ALPF mostraram 

uma hiperfibrinólise. Portanto, mesmo com análise de apenas algum dos componentes 

sugerindo hipofibrinólise, o resultado final nestes pacientes favorece um estado de aumento 

da fibrinólise. 

Apesar de não haver diferença significativa, mesmo na comparação utilizando o 

P90, 7 (15,5%) pacientes com doença hemorrágica apresentaram aumento do 

plasminogênio plasmático. Talvez esse aumento favoreça um substrato para geração de 

grande quantidade de plasmina, e consequentemente do aumento da fibrinólise. Contudo, 

não houve correlação entre o plasminogênio e o TLE e a ALPF. Existe a possibilidade que 

o mecanismo de maior geração de TAFIa pela plasmina, possa explicar em parte essa falta 

de correlação. 

Deficiências 

Quando avaliamos os resultados dos parâmetros fibrinolíticos, buscando o 

diagnóstico de deficiências que justificassem o quadro hemorrágico, apenas encontramos 

um paciente com deficiência de PAI-1, levando a uma prevalência de 2,2%. Até hoje não 

está definida na literatura a prevalência da deficiência de PAI-1 na população geral. 

Contudo, levando-se em consideração que este estudo incluiu uma população muito 

selecionada do Hemocentro da Unicamp, que é responsável pelo atendimento da macro-
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região de Campinas, com uma população estimada de 1,5 milhão de pessoas, essa 

deficiência seria considerada muito rara.  

Um recente estudo que avaliou o PAI-1 em indivíduos normais, mas que na 

história clínica apresentavam tendência a sangramento, identificou uma prevalência elevada 

de PAI-1 diminuído. Contudo, nossos resultados não confirmaram esses achados. Mesmo a 

análise do P10 não foi diferente entre o grupo controle e hemorrágico. Assim, o papel do 

PAI-1 em pacientes com doença hemorrágica continua desconhecido (Fay et al, 1997; 

Santamaría et al, 2007). 

Um outro achado que consideramos interessante, foi que apesar de nossa 

amostra populacional ser altamente selecionada, não encontramos nenhum paciente com 

deficiência de α2-AP.  Apesar de ser uma deficiência muito rara, nossa hipótese inicial é de 

que teríamos pelo menos 1 caso de deficiência desse inibidor (Hayward et al, 2005). 

Nossos resultados mostraram que apesar de não haver diferença na mediana da 

α2-AP entre os pacientes hemorrágicos e os controles, houve uma correlação positiva com 

o TLE pós-oclusão e negativa com a ALPF pré-oclusão, sugerindo que no mecanismo 

global da fibrinólise desses pacientes a α2-AP tem um papel relevante. 

A análise do FXIII foi incluída neste trabalho, que avaliou principalmente os 

componentes da fibrinólise, porque a população estudada foi muito selecionada, e a 

deficiência desse fator é muito rara. O achado de uma diminuição não significativa do 

FXIII nos pacientes hemorrágicos poderia contribuir para a tendência hemorrágica, mas 

somente com o aumento da casuística seria possível confirmar esta hipótese.  

Um dos pacientes analisados foi diagnosticado como deficiente leve de FXIII, 

com atividade plasmática de 50,2%, compatível com o quadro clínico caracterizado por 

pequena relevância clínica.  

Até o momento existem 200 casos desta patologia descritos na literatura 

(Onland et al, 2005; Gregory & Cooper, 2006), e acredita-se que esta incidência possa estar 

subestimada, pois o método da uréia, empregado pela maioria dos laboratórios, apenas 

detecta casos graves da deficiência. Contudo, nossos resultados não favorecem essa 
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hipótese, uma vez que utilizamos um método funcional que permite o diagnóstico de 

deficiências de todos os graus, e mesmo assim não encontramos uma prevalência elevada. 

Nossos resultados mostraram que a prevalência na nossa macro-região é de 1 para  

1,5 milhão de habitantes e que essa deficiência realmente é de ocorrência muito rara. 

 

6.2.2- Grupo TVP 

Componentes fibrinolíticos 

Neste estudo investigamos um grupo de pacientes com TVP nos quais se 

excluiu todos os fatores genéticos e adquiridos associados a um risco de trombose. Portanto 

trata-se de uma população em que novos fatores de risco ou fatores muito raros podem ser 

encontrados. 

Alguns estudos anteriores mostraram que o TAFI pode estar relacionado com 

quadro de TVP. Contudo nesses estudos o método empregado para dosagem do TAFI foi o 

ELISA, com quantificação da enzima precursora (Leurs e Hendriks, 2005;  

Martini et al, 2006). Em nosso estudo verificamos uma diminuição do TAFI, mas a 

metodologia por nós empregada avalia o TAFIa, o que pode explicar a diferença em relação 

a esses estudos. 

Como os pacientes com TVP apresentam hipofibrinólise, a diminuição de 

plasmina pode contribuir para menor geração de TAFIa. Por outro lado, geralmente esses 

pacientes tem maior geração de trombina, o que teria um efeito inverso sobre o a geração 

de TAFIa. O achado deste estudo, de diminuição do TAFIa estimula investigações nesse 

sentido, para que um melhor entendimento desses mecanismos seja elucidado, inclusive 

sugerindo que a geração de TAFIa pela plasmina pode ter uma importância nos casos 

patológicos.  

O achado de diminuição da α2-AP nesses pacientes não parece contribuir para a 

atividade global da fibrinólise. Inclusive verificou-se uma correlação positiva entre a α2-AP 

e a ALPF pós-oclusão, que fisiologicamente é de difícil explicação.   
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Estudos epidemiológicos têm identificado uma associação entre níveis elevados 

do PAI-1 e a trombose vascular. Neste estudo 32,25% dos pacientes com TVP 

apresentavam aumento do PAI-1 quando comparado ao grupo controle. Em vista deste 

inibidor agir especificamente no bloqueio do t-PA, e, portanto inibir a ação da fibrinólise, 

esses dados estão de acordo com o esperado e corroboram os achados da literatura  

(Lijnen et al, 1994; Juhan-Vague et al, 1996; Vaughan, 2005) . 

Deficiências 

Não existe um consenso entre a deficiência do plasminogênio e a sua relação 

com a TVP. Há vários relatos que indicam que esta deficiência não está correlacionada com 

risco para a trombose, mostrando que não há diferença na incidência da deficiência de 

plasminogênio entre pacientes com TVP e controles (Demarmels et al, 1998;  

Brandt, 2002). Os nossos achados favorecem essa hipótese, uma vez que mesmo analisando 

uma população com muitos critérios de exclusão, nenhum dos pacientes com TVP 

apresentou deficiência desse fator.  

A estrutura do coágulo de fibrina é altamente dependente da atividade do FXIII, 

e na sua ausência os mesmos são instáveis e susceptíveis à fibrinólise. Neste estudo 

verificou-se um aumento da atividade do FXIII nos pacientes com TVP, e isto pode 

contribuir para o risco de trombose.     

 

6.3- Avaliação global do sistema fibrinolítico 

A avaliação da fibrinólise pelos métodos de TLE e ALPF é descrita em alguns 

estudos, porém como não há uma padronização na metodologia, há dificuldades na 

comparação entre os diversos resultados (Smith et al, 2004). 

O TLE depende da concentração do fibrinogênio, do ativador do plasminogênio 

e do plasminogênio presentes na amostra de plasma do indivíduo. Com a ação dos 

inibidores do sistema fibrinolítico a lise do coágulo seria extremamente demorada, e dessa 

forma, nesta técnica precipita-se a porção euglobulínica do plasma, retirando-se a maioria 

dos inibidores que permanecem no sobrenadante. 
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Na preparação da placa de fibrina, o fibrinogênio e o plasminogênio já estão 

presentes e, portanto, a ALPF expressa a atividade do ativador do plasminogênio. 

A padronização da coleta das amostras para realização desses exames também 

tem influência sobre a análise da fibrinólise, resultando em um aumento ou diminuição de 

pelo menos 10% do TLE (Mosnier et al, 1998). A fim de evitar qualquer influência sobre 

os resultados, uma vez que a atividade fibrinolítica obedece a uma flutuação circadiana, 

todas as amostras foram coletadas no período entre 8 e 11 horas da manhã e após um 

período de repouso de 30 minutos.  

Já é bem definido que a ativação da fibrinólise após a oclusão venosa é um 

fenômeno local, sem repercussão sistêmica, de forma que não se observa alteração da 

fibrinólise quando o sangue é colhido do braço que não sofreu oclusão. A atividade 

fibrinolítica aumenta com o tempo de oclusão, sendo observada a partir de 5 minutos até o 

máximo de 20 minutos, não tendo alteração significativa após este período. 

A proposta inicial contava com 20 minutos de oclusão, porém muitos pacientes 

sentiam mal-estar e desconforto local durante o processo. Como foi relatado em estudos 

anteriores que o tempo de 5 minutos não é ideal para esta análise, foi padronizado para este 

estudo o tempo de 10 minutos de oclusão. 

De todos os exames realizados neste estudo, os que avaliam a atividade global 

do sistema fibrinolítico (TLE e ALPF) foram os que mais refletiram o quadro clínico dos 

pacientes, decorrente da interação in vivo dos componentes da fibrinólise. 

Os pacientes com doença hemorrágica apresentaram redução do TLE tanto nas 

amostras obtidas na pré como na pós-oclusão, em relação ao grupo controle, e os pacientes 

com TVP apresentaram aumento desses tempos. Estas diferenças mostram-se mais 

pronunciadas ainda quando comparamos o grupo hemorrágico com o grupo trombótico, 

devidamente explicado pelo fato de se tratar de quadros clínicos opostos. 

A razão entre o TLE pré e pós-oclusão avalia o potencial da resposta ao 

estímulo de oclusão, sendo significativa apenas no grupo hemorrágico quando comparado 

ao controle, ou entre os grupos de pacientes. Isto sugere que os pacientes com TVP podem 

apresentar uma alteração funcional do endotélio, na liberação do t-PA e/ou PAI-1. 
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Nascimento (2006) refere que pelo TLE ser um teste de alta sensibilidade, é um 

forte preditor negativo, ou seja, o resultado positivo não exclui outros diagnósticos, mas se 

normal (negativo), exclui o diagnóstico de alterações da fibrinólise. 

Os valores da ALPF no grupo hemorrágico, apesar de não mostrarem diferenças 

estatisticamente significativas, foi maior neste grupo em relação ao grupo controle. No 

grupo TVP observamos o contrário: a ALPF encontra-se significativamente diminuída 

principalmente nas amostras pós-oclusão. Como este teste tem um valor padronizado de 

fibrinogênio e plasminogênio, e os pacientes com TVP freqüentemente apresentam 

aumento do fibrinogênio plasmático, talvez isto explique resultados significativos apenas 

nesses pacientes. 

Como a razão ALPF não foi diferente entre os grupos analisados, isto sugere 

um importante papel do endotélio nessa análise.  

Portanto, através dos dados obtidos, pode-se inferir que o TLE consiste em uma 

técnica mais sensível que a ALPF para a análise da fibrinólise in vivo. 

A análise das correlações entre as variáveis que pudessem influenciar o TLE e a 

ALPF resultou em dados discrepantes do esperado, com exceção do TAFI e da α2-AP. O 

TAFI quando aumentado teve uma relação positiva tanto sobre o TLE pré como  

pós-oclusão no grupo de pacientes hemorrágicos, corroborando os achados da literatura 

(Mosnier et al, 1998; Schatteman et al, 1999). A α2-AP também apresentou uma correlação 

positiva com o TLE pós-oclusão, indicando que o aumento deste inibidor favoreceu uma 

hipofibrinólise. 

As correlações dos TLEs e ALPFs pré e pós-oclusão (tabela 7), assim como 

entre os TLE e ALPF pré e pós-oclusão, mostraram-se de acordo com o esperado em todos 

os grupos. A análise da correlação do TLE/ALPF pré e pós-oclusão mostrou que quanto 

maior a atividade fibrinolítica pré-oclusão, maior a resposta pós-oclusão, sugerindo que a 

resposta pós-oclusão tem relação com a situação basal. 
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6.4- Polimorfismos e risco para TVP 

6.4.1- Polimorfimos no gene do TAFI 

Durante os últimos anos, um grande número de estudos tem investigado o papel 

do TAFI como um possível fator de risco para a doença trombótica. Todavia, esta hipótese 

ainda não está totalmente esclarecida. Altos níveis de TAFI têm sido relatados como fator 

de risco para TVP e sua recorrência, e acidente vascular cerebral isquêmico; contudo, 

outros estudos não confirmaram esses achados, ou ainda mostraram um efeito protetor 

(Franco et al, 2001; Willemse et al, 2007). 

Até o momento, 16 polimorfismos foram identificados no gene do TAFI, e 

alguns destes têm sido associados com concentrações de TAFI no plasma  

(Brouwers et al, 2003; Leebeek et al, 2004). 

Neste estudo analisamos 3 polimorfismos no gene do TAFI: um na região 

promotora, o -438A/G, e dois na região codificadora, o Ala147Thr e o Trh325Ile. 

O polimorfismo -438A/G foi selecionado por estar na região promotora, 

podendo afetar a transcrição e regulação da expressão do gene. Além disso, este 

polimorfismo já foi analisado em uma população brasileira e associado ao aumento do risco 

para desenvolvimento de TVP (Franco et al, 2001; Zidane et al, 2003). 

O polimorfismo Ala147Thr foi correlacionado com a concentração de TAFI e 

com um risco aumentado de trombose arterial (de Bruijne et al, 2007). 

O polimorfismo Thr325Ile foi escolhido por ter sido descrito que pode ter 

influência positiva tanto na atividade do TAFI como em sua estabilidade in vitro, 

resultando em uma atividade antifibrinolítica aumentada (Brouwers et al, 2001;  

Scheneider et al, 2002; Ceresa et al, 2006). 

Inicialmente avaliamos a prevalência destes polimorfismos em um grupo 

controle, com número suficiente, de acordo com o cálculo do tamanho amostral. A 

prevalência foi semelhante ao descrito em outras populações de origem étnica semelhante, 
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incluindo o estudo realizado na população brasileira (Franco et al, 2001;  

Brouwers et al, 2001; Henry et al, 2001; Falk et al, 2003).  

Contudo, não observamos nenhuma correlação entre os polimorfismos e a 

atividade do TAFIa, assim como com o risco de TVP. Talvez esses achados possam ser 

explicados pelos métodos empregados na análise do TAFI, uma vez que a maior parte dos 

estudos empregou métodos quantitativos e não qualitativos. Assim, essa análise pode ser 

altamente influenciada pela escolha do método de análise (Guimarães et al, 2004;  

Morange et al, 2005).  

Dependendo do método utilizado para análise do TAFI (ELISA ou 

cromogênico) resultados discrepantes podem ser observados. Isto pode ser explicado em 

parte, porque o anticorpo utilizado nas técnicas de ELISA, além de reconhecerem o 

antígeno TAFI, também reconhecem fragmentos do mesmo (Frère et al, 2005;  

Morange et al, 2005).  

A associação entre os polimorfismos e os níveis plasmáticos de TAFI pode 

refletir a sensibilidade da análise para as isoformas, ao invés de refletir a diferença nos 

níveis de expressão (Gils et al, 2003). Entretanto, permanece desconhecida a proporção da 

presença dos polimorfismos no gene do TAFI que contribui para variações inter-individuais 

na concentração plasmática (Leurs e Hendriks, 2005). 

Dessa forma, a técnica cromogênica é mais apropriada para análise do TAFI, 

motivo pelo qual foi utilizada neste estudo. Guimarães e colaboradores (2004) relataram 

que a análise cromogênica baseia-se na completa ativação do TAFI e numa similar 

atividade de todas as isoformas do TAFI contra o substrato sintético, evitando erros na  

interpretação dos resultados. 

A maioria dos estudos utilizaram o método por ELISA para avaliar os níveis 

antigênicos de TAFI no plasma, impossibilitando a comparação com os nossos resultados. 

Assim, nossos resultados sugerem que não há contribuição destes polimorfismos no gene 

do TAFI para as variações na atividade do TAFI no plasma. Também é importante pontuar 

que os métodos que avaliam a atividade do TAFI no plasma têm melhor correlação com o 

estado in vivo, sendo mais interessantes para essa análise. 
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6.4.2- Gene da α2-AP 

Em relação ao polimorfismo Arg6Trp estudado no gene da α2-AP, verificou-se 

que sua prevalência na população analisada foi similar ao descrito por Christiansen e 

colaboradores (2007). Contudo, também não verificamos nenhuma associação deste 

polimorfismo com o risco para TVP.  

 

6.5- Análises multivariadas 

Desde 1991 os estudos prospectivos não esclarecem se os fatores fibrinolíticos 

podem predizer um risco para TVP espontânea. Crowther e colaboradores (2001) não 

encontraram nenhuma relação entre TVP e níveis de PAI-1 e TLE. Folsom e colaboradores 

(2003) sugerem que a variabilidade dos fatores fibrinolíticos não são determinantes para a 

ocorrência de TVP espontânea na população em geral. Entretanto, Schulman e Wiman 

(1996) reportaram uma associação positiva entre os níveis de PAI-1 e TVP espontânea. 

Nenhum estudo prospectivo relacionou TVP com níveis de α2-AP. 

Nossos resultados na análise multivariada revelaram que o sexo do gênero 

masculino, a α2-AP e o TAFI são fatores protetores, e o plasminogênio e o TLE pré-oclusão 

são fatores de risco para TVP. Esses resultados são muito contrários ao esperado e podem 

ser decorrentes do pequeno número de indivíduos incluídos. 

No modelo de avaliação das variáveis fibrinolíticas que pudessem ser 

consideradas como preditoras de doença hemorrágica, o sexo masculino e o aumento do 

TLE pós-oclusão foram considerados como protetores, e o polimorfismo TAFI Thr325Ile 

em homozigose e os níveis de PAI-1 como fatores de risco. Mais uma vez esses resultados 

foram inesperados, o que dificulta uma hipótese para explicá-los.  

A avaliação da influência das variáveis fibrinolíticas sobre o TLE e a ALPF no 

grupo controle, revelou que o aumento da concentração do PAI-1 tem influência sobre o 

TLE pós-oclusão, e que o aumento do plasminogênio sobre a ALPF pós-oclusão. Esses 

resultados favorecem o mecanismo fisiológico da fibrinólise. 
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No grupo hemorrágico essa análise revelou que a diminuição da atividade da 

α2-AP tem relação com o aumento da ALPF pós-oclusão, conforme o esperado. 

No grupo trombótico, observou-se que o aumento do TAFI está relacionado a 

um aumento do plasminogênio, e favorece o que foi discutido anteriormente sobre a 

ativação do TAFI pela plasmina. 
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De acordo com os objetivos inicialmente propostos neste estudo, concluímos 

que: 

- As alterações dos componentes da fibrinólise não estão associados a doença 

hemorrágica ou trombótica nesta população brasileira selecionada; 

- A deficiência de FXIII e de α2-AP nos pacientes com doença hemorrágica 

confirmaram-se como doenças raras, com apenas o diagnóstico de 1 paciente 

com deficiência leve de FXIII; 

- Os métodos laboratoriais de análise global da atividade fibrinolítica refletiram 

a interação in vivo dos componentes da fibrinólise e parecem ser os mais 

adequados para diferenciação dos pacientes com doença hemorrágica ou 

trombótica neste estudo; 

- Apesar da hipótese de que alterações de alguns componentes da fibrinólise e 

do FXIII fossem definidos como fatores etiológicos em pacientes com 

critérios de seleção muito excludentes, nossos resultados mostraram que 

somente devem ser investigados como último recurso para elucidação 

diagnóstica. 

- Os 3 polimorfismos estudados no gene do TAFI não tem correlação com a 

atividade do TAFIa e não são fatores de risco para TVP nessa população; 

- O polimorfismo estudado no gene da α2-AP não estabelece fator de risco para 

TVP nessa população. 
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ANEXO 1 

QUESTIONÁRIO – Data da Coleta: __/__/__ 

Nome do Voluntário:  

HC:                                                             Data de nascimento: 

Idade:                                                         Sexo: : ฀ Feminino  ฀ Masculino 

Origem étnica:   ฀ Caucasiano       ฀ Afro descendente       ฀ Asiático      Obs.: 

História Pessoal de trombose venosa profunda (TVP), ou acidente vascular cerebral (AVC), ou infarto 

agudo do miocárdio (IAM): ฀ Sim  ฀ Não. Qual?....................................................................................................

História Familiar de TVP, ou AVC, ou IAM: ฀ Sim  ฀ Não. Qual?.......................................................................

Grau de parentesco:...........................................................................................;  Idade: ............................................

Sofre de algumas destas doenças: 

      Hipertensão arterial: ฀ Sim  ฀ Não 

      Diabetes: ฀ Sim  ฀ Não 

      Síndrome Convulsiva: ฀ Sim  ฀ Não 

      Hipotiroidismo: ฀ Sim  ฀ Não 

      Neoplasia: ฀ Sim  ฀ Não 

      Doença Renal  ฀ Sim  ฀ Não  

      Doença Hepática  ฀ Sim  ฀ Não  

      Síndrome do anticorpo antifosfolipídio  ฀ Sim  ฀ Não  

      Outras_________________________________________________________________________________ 

Fumo:  ฀ Sim  ฀ Não. Quanto tempo? __________________               Quantos cigarros? _________________ 

Faz uso de algum medicamento? ฀ Sim   ฀ Não. Qual?____________________________________________ 

Faz uso de bebida alcoólica?  ฀ Sim   ฀ Não      Freqüência_________________________________________ 

Pesquisa de queixas Hemorrágicas: 

Equimoses:  ฀ Sim   ฀ Não    ฀ Espontânea   ฀ Pós-trauma 

Hematomas:  ฀ Sim   ฀ Não    ฀ Espontânea   ฀ Pós-trauma 

Extração dentária:  ฀ Sim   ฀ Não    ฀ Espontânea   ฀ Pós-trauma 

Epistaxe:  ฀ Sim   ฀ Não    ฀ Espontânea   ฀ Pós-trauma 

Gengivorragia:  ฀ Sim   ฀ Não    ฀ Espontânea   ฀ Pós-trauma 

Cirurgia:  ฀ Sim   ฀ Não    ฀ Sangramento em cirurgia 

Transfusão sanguínea:   ฀ Sim   ฀ Não     
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História de sangramento na família: 

฀ Filho  ฀ Pais  ฀ Irmãos  ฀ Tios 

Obs.: _____________________________________________________________________________________ 
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ANEXO 2 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 
Título do Projeto: AVALIAÇÃO DA FIBRINÓLISE EM PACIENTES 

COM TROMBOSE VENOSA E ALTERAÇÕES HEMORRÁGICAS. 

Responsáveis pelo projeto: GRAZIELA SILVEIRA ARAÚJO 

         Profa. Dra. JOYCE M. ANNICHINO-BIZZACCHI 

 

Eu, _____________________________________________________, idade: ______, Data 

de Nascimento: _____________, RG: ______________, HC: _____________, Residente à 

Rua/Av.: ___________________________________________________ 

______________________________________, Telefone: ____________________. 

 

Concordo em participar do presente estudo, após estar absolutamente esclarecido (a) 

dos propósitos do mesmo. 

Responsável pelo sujeito de pesquisa: _______________________________________, 

Idade: ______________, RG: _________________, Grau de Parentesco: ___________, 

Residente à Rua/Av. ____________________________________________________, 

_______________________________________________Telefone: _______________. 

Trata-se de um estudo que pretende identificar se existe alguma relação nos parâmetros 
da coagulação e da fibrinólise com trombose dos vasos ou sangramento; será realizada com 
voluntários que foram diagnosticados como portadores de trombose venosa ou alterações 
hemorrágicas. 
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Deveremos coletar aproximadamente 20 mL de sangue para a análise genética bem 
como os outros exames para comprovar alguma alteração da fibrinólise (dosagem de 
plasminogênio, PAI-1, α2-AP e TAFI).  

É essencial que o senhor (a) tenha feito jejum de 8 horas antes da coleta para maior 
confiabilidade nos resultados dos exames. E, eventualmente, o senhor(a) será reconvocado 
a comparecer ao hospital, para nova coleta de material, com a finalidade de confirmar os 
resultados do exame. 

Os riscos a que o voluntário estará sujeito ao participar do estudo são hematoma 
(mancha roxa) e/ou pequena dor no local da punção venosa. Este estudo não oferecerá ao 
voluntário outros riscos importantes. 

O benefício esperado na sua participação seria a sua contribuição para melhor 
entendimento desta doença e conseqüentemente um tratamento mais eficaz para este tipo de 
doença.   

Outras informações: 
a. Haverá reembolso de gastos com transporte, em conseqüência de 

convocação para comparecimento ao hospital, exclusivamente para a 
pesquisa. 

b. O voluntário estará livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo 
que inicialmente tenha concordado em fazê-lo.  

c. O voluntário poderá tirar todas as dúvidas que tiver, ou que apareçam 
durante o estudo, sobre o mesmo, havendo o compromisso do pesquisador 
em respondê-las. 

d. O material colhido neste estudo será utilizado somente para os objetivos 
propostos e gostaríamos de saber se o senhor (a) concorda que este material 
possa ser armazenado.  

e. Caso seja realizado um outro estudo com este material, o senhor (a) será 
devidamente informado e questionado se concorda na participação de um 
outro estudo. Este novo estudo deverá ser novamente submetido à 
apreciação do CEP. 

f. Todas as informações obtidas pelo estudo terão um caráter sigiloso e 
confidencial e serão usadas apenas com a finalidade de divulgação e 
publicação científica, e sua identidade será sempre preservada. 

g. A sua discordância em participar do estudo não lhe acarretará nenhum 
prejuízo em qualquer outro tratamento ou procedimento que possa necessitar 
futuramente em qualquer serviço de nosso hospital. 

Qualquer tipo de queixa ou reclamação relacionada a esta pesquisa o senhor (a) poderá 
entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP, Fone: 
(19) 3788.8936. 
 

Campinas ____/____/_______                                  ________________________ 
                         Assinatura do Voluntário 
 
       __________________                         _________________________ 
      Graziela Silveira Araújo          Profa. Dra. Joyce M. Annicchino-Bizzachi 

       Aluna de pós-graduação                                                    Orientadora 

       Fone: (19) 3521-4838                                                 Fone: (19) 3521-8601 
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ANEXO 3 

 
BLEEDING QUESTIONNAIRE 
 

Patient Information 
 
Name __________________________________________________________ 
 

Address ________________________________________________________ 

 
      ______________________________________________________________ 
 
Phone Number ___________________    Email ________________________ 
 

Gender Male  Female 
 
Age ______________ Date of Birth _______________ (DD/MO/YYYY) 
 
Ethnic Background _______________________________ 
 
Presenting complaint of bleeding or bruising today       Yes                              No 
 
Personal history of bleeding or bruising        Yes      No 
 
Ever been diagnosed with a bleeding disorder?       Yes                 No 
Diagnosis: ___________________________________ 
 
Family history of bleeding (at least one family member) Yes                 No 
 
If yes, what was the diagnosis? _____________________________________ 
Pedigree: 
 
 
 
 
 

Are you currently taking Oral Contraceptive Pills?  Yes    No  
 
If yes, brand name _____________________________ 
 
Are you pregnant? ____________  Gestation time _____________ 
 
Specify any herbals and/or medications that you have taken in the past 30 days: 
 
Name         Dose           Route               Frequency               Duration 

________________________________________________________
________________________________________________________
________________________________________________________
________________________________________________________
________________________________ 
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Nosebleeds  Yes    No  
 
   Number of episodes/year  < 1   6 - 12 

        1 – 5   > 12 

 

   Duration of average episode  < 1 minute 

         1 – 10 minutes 

         > 10 minutes 

 

   Medical attention   Yes   No 

 

Consultation only 

       Cauterization/packing 

       Antifibrinolytics 

       DDAVP 

       Transfusion/Replacement 

       

          

Bruising  Yes    No  
 
   Location  Exposed sites 
      Unexposed sites 
 
   Size of average  < 1 cm 

       1 – 5 cm 

       > 5 cm 

 
   Minimal or no trauma             Yes   No 
 
   Medical attention  Yes   No 
 
   If yes, please specify ______________________________ 
 
 
 
 
 
Bleeding from minor wounds  Yes    No 
 
 
   Number per year  < 1 

       1 – 5 

       6 or more 

   Duration of average episode   < 5 minutes 

         > 5 minutes 

Anexos 

156



 

    

   Medical attention  Yes   No 

Consultation only 

Surgical hemostasis 

Blood transfusion/DDAVP/Replacement 

 

 

Oral cavity bleeding  Yes   No 

 

    Tooth eruption 

    Gums, spontaneous 

    Gums, after brushing 

    Bites to lip and tongue 

 

   Medical attention  Yes   No 

     Consultation only 

     Surgical hemostasis/Antifibrinolytic 

     Blood transfusion/DDAVP/Replacement 

 

 

 

 

Post-dental extraction  Yes   No 

 
    No bleeding in at least 2 extractions 

    None done, or no bleeding in 1 extraction 

 

   Medical attention  Yes   No 

     Consultation only 

     Resuturing or packing 

     Blood transfusion/DDAVP/Replacement 

Gastrointestinal Bleeding               Yes   No 

   Ulcer, portal hypertension, hemorrhoids    

               Spontaneous 

   Surgery/Blood transfusion/DDAVP/Antifibrinolytic 
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Surgery  Yes    No 

 

  No bleeding in at least 2 surgeries 

  None done, or no bleeding in 1 surgery 

 

  Post-op medical attention  Yes   No 

   Consultation only 

   Surgical hemostasis/Antifibrinolytic 

   Blood transfusion/DDAVP/Replacement 

 

 

 

 

Menorrhagia   Yes   No 

 

   Duration of average menstruation _____ days 

Duration of heavy menstruation _____ days  

   How often do you change your pads/tampons  

     on heaviest days ______ hours 

     on average days ______ hours 

What type of feminine product do you use? (i.e. panty liner, super 

absorbency tampon etc.) 

_____________________________________________ 

 

   Medical attention  Yes   No 

    Consultation only 

    Pill use/Antifibrinolytics 

    Dilatation & curettage 

Iron therapy 

    Blood transfusion/DDAVP/Replacement 

    Hysterectomy 

Post-partum hemorrhage   Yes    No 

 

    No bleeding in at least 2 deliveries 

    No deliveries, or no bleeding in 1 delivery 
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Medical attention  Yes   No 

    Consultation only 

    D&C/Iron therapy/Antifibrinolytics 

    Blood transfusion/DDAVP/Replacement 

    Hysterectomy 

 

 

Muscle hematomas    Yes    No 

     

Post-trauma, no therapy 

Spontaneous, no therapy 

Spontaneous or traumatic requiring DDAVP 

or Replacement 

Spontaneous or traumatic requiring surgical  

Intervention or transfusion 

 

Hemarthrosis    Yes    No 

     

    Post-trauma, no therapy 

Spontaneous, no therapy 

Spontaneous or traumatic requiring DDAVP 
or Replacement 

Spontaneous or traumatic requiring surgical  

Intervention or transfusion 

 

Central Nervous System Bleeding Yes    No   

 

    Subdural, any intervention 

    Intracerebral, any intervention 

 

Other  
_____________________________________________ 

 
Medical attention  Yes   No 

   Consultation only 

   Surgical hemostasis/Antifibrinolytic 

   Blood transfusion/DDAVP/Replacemen 
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SCORE 

Epistaxis 
 

- No or trivial (less 
than 5) 

 

> 5 or more than 10’ 
 

Consultation only 
 

Packing or Cauterization or 
Antifibrinolytic 

 

Blood transf or Replacement therapy or 
Desmopressin 

 
Cutaneous 
 

- No or trivial (<1 
cm) 

 

> 1 cm and no trauma 
 

Consultation only 
 

- - 

Bleeding 
minor wounds 
 

- No or trivial (less 
than 5) 

 

> 5 or more than 5’ 
 

Consultation only 
 

Surgical hemostasis 
 

Blood transf or Replacement therapy or 
Desmopressin 

 
Oral cavity 
 

- No 
 

Referred at least one 
 

Consultation only 
 

Surgical hemostasis or 
Antifibrinolytic 

 

Blood transf or Replacement therapy or 
Desmopressin 

 
GI bleeding 
 

- No 
 

Associated with ulcer, portal hyp., 
hemorrhoids, angiodysplasia 

 

Spontaneous 
 

Surgical hemostasis, Blood transf, 
Replacement therapy, Desmopressin, 

Antifibrinolytic 
 

 

Tooth extraction 
 

No bleeding in at 
least 2 extraction 

 

None done or no 
bleed. in 1 
extraction 

 

Referred in <25% of all procedures 
 

Referred in >25% of all 
procedures, no intervention 

 

Resuturing or packing 
 

Blood transf or Replacement therapy or 
Desmopressin 

 

Surgery 
 

No bleeding in at 
least two 
surgeries 

 

None done or no 
bleed. in 1 surgery 

 

Referred in <25% of all surgeries 
 

Referred in >25% of all 
procedures, no intervention 

 

Surgical hemostasis or 
Antifibrinolytic 

 

Blood transf or Replacement therapy or 
Desmopressin 

 

Menorrhagia 
 

- No 
 

Consultation only 
 

Antifibrinolytics, Pill use 
 

D & C, Iron therapy 
 

Blood transf or Replacement therapy or 
Desmopressin or Hysterectomy 

 
Post-partum 
hemorrhage 
 

No bleeding in at 
least two 
deliveries 

 

No deliveries or no 
bleeding in 1 

delivery 
 

Consultation only 
 

D & C, Iron therapy, 
Antifibrinolytics 

 

Blood transf or Replacement therapy 
or Desmopressin 

 

Hysterectomy 
 

Muscle 
hematomas 
 

- Never 
 

Post trauma no therapy 
 

Spontaneous, no therapy 
 

Spontaneous or traumatic, requiring 
Desmopressin or Replacement therapy 

 

Spontaneous or traumatic, requiring Surgical 
intervention or blood transfusion 

 
Hemarthrosis 
 

- Never 
 

Post trauma no therapy 
 

Spontaneous, no therapy 
 

Spontaneous or traumatic, requiring 
Desmopressin or Replacement therapy 

 

Spontaneous or traumatic, requiring Surgical 
intervention or blood transfusion 

 
CNS bleeding 
 

- Never 
 

- - Subdural, any intervention 
 

Intracerebral, any intervention 
 

Symptom -1 0 1 2 3 4 

ANEXO 4 
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