LUIS FERNANDO BITTAR SCKAYER

Este exemplar corresponde a versio final da
Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo de Fisiopatologia Médica da Faculdade
de Ciéncias Médicas da UNICAMP, para obtencio do
titulo de Mestre em Fisiopatologia Médica, area de
concentra¢cdo em Biologia Estrutural, celular, molecular
e do desenvolvimento do(a) aluno(a) Luis Fernando

Bittar Sckayer.

Campinas, 30 de janeiro de 2009.

o dL WO

Prof(a). Dr(a). Joyce Maria Annichino Bizzacchi
Orientador(a)

AVALIACAO DE ALTERACOES MOLECULARES
NOS GENES DO FVW E DA ADAMTS13 E SUA CORRELACAO
COM OS NIVEIS PLASMATICOS DE FVIII E FVW

EM PACIENTES COM TROMBOSE VENOSA PROFUNDA

CAMPINAS

Unicamp

2009



LUIS FERNANDO BITTAR SCKAYER

AVALIACAO DE ALTERACOES MOLECULARES
NOS GENES DO FVW E DA ADAMTS13 E SUA CORRELACAO
COM OS NIVEIS PLASMATICOS DE FVIII E FVW
EM PACIENTES COM TROMBOSE VENOSA PROFUNDA

Dissertagdo de Mestrado apresentada a Pés-Graduacio da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas para obtencdo de titulo de Mestre em
Fisiopatologia Médica, drea de concentracdo em Biologia

Estrutural, Celular, Molecular e do Desenvolvimento.

ORIENTADORA: PROFa. DRA. JOYCE ANNICHINO-BIZZA CCHI

CAMPINAS
Unicamp

2009



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
Bibliotecario: Sandra Licia Pereira — CRB-8% / 6044

Sckayer, Luis Fernando Bittar

Scxxxa “Avaliacdo de altera¢des moleculares nos genes do FVW e da
ADAMTS13 e sua correlagdo com os niveis plasmaticos de FVIII e
FVW em pacientes com trombose venosa profunda” / Luis Fernando
Bittar Sckayer. Campinas, SP : [s.n.], 2009.

Orientador : Joyce Maria Annichino-Bizzacchi
Dissertacdo( Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Trombose venosa. 2. Fator VIII. 3. Fator de von
Willebrand. 1. Annichino-Bizzachi, Joyce Maria. II. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. III. Titulo.

Titulo em inglés : “Molecular changes in VWF and ADAMTS13 genes and
their correlation with plasma levels of FVIIl and vWF in patients with deep
venous thrombosis”

Keywords: * Venous thrombosis
* Factor VI
« von Willebrand factor

Titulacao: Mestre em Fisiopatologia Médica
Area de concentracao: Biologia Estrutural, Celular, Molecular e do
Desenvolvimento

Banca examinadora:

Profa. Dra. Joyce Maria Annichino-Bizzacchi
Profa. Dra. Vania Maris Morelli
Prof. Dr. Erich Vinicius de Paula

Data da defesa: 30-01-2009



Banca examinadora de Dissertacio de Mestrado

Luis Fernando Bittar Sckayer

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Joyce Maria Annichino Bizzacchi

Membros:

y/a
Professor (a) Doutor (a) Vania Maris Morelli WM W

—a—

Professor (a) Doutor (a) Erich Vinicius de Paula W
P e~ ]

Curso de pos-graduagdo em Fisiopatologia Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas.

Data: 30/04/2009

iii



DEDICATORIA

Aos meus pais, César e Rosa Maria, alicerces
ndo apenas da minha existéncia, mas também

das minhas conquistas.

As minhas irmds, Maria Esther e Cldudia,
verdadeiros  exemplos de dedicacdo e

perseveranga.



AGRADECIMENTOS

A Deus que me deu o dom da vida e me concedeu esta grande oportunidade,

satisfazendo os sonhos do meu coracdo e me fortalecendo nos momentos que mais precisei.

A Dra. Joyce, que desde o inicio desta jornada depositou confianca em mim,
investiu em meu potencial, sempre me orientando e ensinando de forma atenciosa,

carinhosa, encorajadora e exemplar.

Ao supervisor do laboratério Erich Vinicius de Paulla pelos constantes

ensinamentos, pelas motivacdes ao longo desta caminhada e por todo apoio.

A biomédica Ucha, que com dedicacdo e paciéncia participou de forma ativa
durante toda a execucdo deste projeto, buscando alternativas enriquecedoras e sabias

solugdes para cada intercorréncia vivenciada durante este percurso.

Aos funciondrios e verdadeiros apoios para varias etapas deste projeto:
Devanira, Cristina, Ricardo, Rafael, Silmara, Tania e Mayara, por todo auxilio,

ensinamento e dedicacgdo.

Aos amigos do Laboratério de Biologia Molecular em Hemostasia: Graziela,
Aline, Ana Cl4udia, Mariane, Michelleta, Michele “Paraguaia”, Elod, Susan, Natilia,
Andrey, Fernanda Basso, Fernanda Orsi, Carolina, Carla, Brunna, Josie, Daniela Fabri,

Guilherme e Vagner.

A Dra. Dulcinéia Martins de Albuquerque, Dra. Maria de Fitima Sonati e
Dr. Licio Augusto Velloso, pelas excelentes e valiosas sugestdes emitidas no exame de

qualificacao.

Ao estatistico Roberto Zulli por toda atencdo, ajuda e ensinamento com oS

célculos e andlises deste projeto, sempre muito prestativo e dedicado.
As secretérias da pds-graduacdo, Salete e Marcia por toda orientagdo e apoio.
A minha familia, por todo incentivo e amor.

A CAPES que viabilizou financeiramente o desenvolvimento deste projeto.

v



Vi

“Para realizar grandes conquistas, ndo
devemos apenas agir, mas também
sonhar, ndo apenas planejar, mas

também acreditar.”

Anatole France



RESUMO

Niveis elevados de fator VIII (FVIII) sdo um fator de risco independente e prevalente para
trombose venosa profunda (TVP), e tem influéncia do FvW. A ADAMTS13 é responsavel
pela modulacdo do tamanho molecular do FvW, clivando os multimeros de altissimo peso
molecular. Alteracdes moleculares no gene da ADAMTS13 tém correlacio com sua
atividade. Neste estudo avaliamos a prevaléncia do polimorfismo A4751G no gene do FvW
(regido de ligagdo com a ADAMTS13), os polimorfismos C1797T e C1852G e a mutacio
C4006T no gene da ADAMTSI13 em 435 pacientes com TVP (156M/279F; idade
mediana=37) e 580 controles (170M/410F, idade mediana=35). Investigamos a relacdo
entre os genotipos e a dosagem de FVIII e FvW no plasma e o risco de TVP. A dosagem de
FVIII:C foi realizada por método coagulométrico de um estigio, e as dosagens de FVIII:Ag
e FvW:Ag por método imunoenzimadtico. As alteracdes moleculares foram determinadas
por PCR e digestdo com enzimas especificas, ou SSCP e sequenciamento para confirmacao.
Pacientes com TVP mostraram niveis significantemente aumentados de FVIII:C (203.7
Ul/dl vs. 127 Ul/I; p<0.001), FVII:Ag (109.6 Ul/dI vs. 82.4 Ul/dl; p<0.001) e FvW:Ag
(154.2 UI/dl vs. 108 Ul/dl; p<0.001) quando comparados com o grupo controle. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos na prevaléncia das alteragdes moleculares estudadas.
Os individuos com genétipo AG (FvW A4751G) apresentavam niveis significativamente
reduzidos de FVII:C (p=0.04). Embora também tenha demonstrado uma discreta
associacdo com niveis diminuidos de FvW:Ag, esta ndo foi estatisticamente significativa
(p= 0.07). Os individuos com genétipo CG (ADAMTS13 C1852G) apresentavam niveis
significativamente aumentados de FVIII:Ag (p=0.05) e FvW:Ag (p= 0.01). Apesar da
relacdo com diminui¢do do FVIII o polimorfismo A4751G ndo mostrou um efeito protetor
para TVP. O polimorfismo ADAMTS13 C1852G estd associado a diminui¢do desta
metaloprotease, e sua associagdo com niveis aumentados de FVIII:Ag e FvW:Ag neste

estudo favorece essa hipdtese.
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ABSTRACT

Elevated levels of factor VIII (FVIII) are a prevalent and independent risk factor for deep
venous thrombosis (DVT), and are affected by von Willebrand factor (VWF) levels.
ADAMTSI13 is responsible for the modulation of the molecular size of vWF, cleaving the
ultra large multimers. Mutations and polymorphisms in the ADAMTS13 gene are related
with its activity. This study evaluated the prevalence of polymorphism A4751G in the vWF
gene, polymorphisms C1797T, C1852G and the mutation C4006T in the ADAMTS13 gene
in 435 patients with DVT and 580 healthy controls. Subsequently, we investigated the
relationship between the genotypes and plasma levels of FVIII and vWF and DVT risk.
FVIII:C was measured by a one-stage clotting method, and FVIII:Ag and vWF:Ag were
measured by chromogenic method. The molecular changes were determined by restriction
endonucleases or single strand conformation polymorphism followed by sequencing.
Statistical test:U Mann-Whitney, = 0.05. Patients with DVT had higher plasma levels of
FVII:C (mean 203,7 Ul/dl vs. 127 Ul/dl; p<0.001), FVIII:Ag (mean 109,6 Ul/dl vs. 82,4
Ul/dl; p<0.001) and vWF:Ag (154,2 Ul/dl vs. 108 Ul/dl; p<0.001) when compared to
controls. We observed no statistical difference in the prevalence of all molecular changes
studied between patients and controls. A4751G heterozygotes had significantly reduced
levels of FVIIL:C (p=0,04). Althought there was a slight association with reduced levels of
vWEF: Ag, this association was not statistically significant (p= 0,07). C1852G heterozygotes
had significantly elevated levels of FVIII:Ag (p=0.05) and vWF:Ag (p= 0,01). Despite the
relative decline of FVIII:C with the A4751G polymorphism there was no protective effect
for DVT. The C1852G polymorphism is associated with a reduction of ADAMTS13, and
its association with increased levels of FVIII: Ag and vWF: Ag observed in this study

supports this hypothesis.
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1- INTRODUCAO




1.1 - Tromboembolismo venoso

A trombose ¢ definida como um processo patologico resultante da ativacdo e
propagacao inapropriada do sistema hemostatico normal, resultando na formacdo de um

trombo que pode acometer tanto o sistema venoso como o arterial [Loscalzo, 1995].

O tromboembolismo venoso (TEV) ¢ uma doenga freqiiente, e por vezes, grave
e fatal. A incidéncia de TEV aumenta com a idade, sendo de 1/100.000 na infancia e de
1/100 em 1idosos [Rosendaal,1997], e ¢é semelhante entre homens e mulheres

[Fowkes et al.,2003].

Um estudo norte-americano demonstrou que afro-descendentes e caucasoéides
possuem incidéncias maiores de TEV (29/100.000 e 23/10.000, respectivamente) quando
comparados aos hispanicos (14/100.000) e asidticos (6/100.000) [White et al.,1998]. No
Brasil os estudos mostraram que a incidéncia de TEV ¢ semelhante ao descrito em outros

paises [Pereira et al., 2007].

O TEV pode se manifestar como trombose venosa profunda (TVP), superficial
e embolia pulmonar. A primeira afeta principalmente as veias profundas de membros
inferiores, embora possa acometer outros sitios venosos, tais como os vasos dos membros

superiores, cerebrais, abdominais e retina [Maffei et al., 2004].

Em sua fase aguda, a TVP provoca sintomas relacionados a obstru¢do venosa,
tais como: edema, eritema e aumento da temperatura do membro afetado. A principal
complicacdo nesta fase € o possivel desprendimento do trombo ou de parte dele que pode
migrar para o0s vasos pulmonares e provocar uma embolia pulmonar (EP)

[Maffei et al., 2004].

A trombofilia é caracterizada como uma tendéncia a trombose, decorrente de
fatores de risco genéticos e/ou adquiridos. Os fatores de risco adquiridos ja estabelecidos
sdo: imobilizag¢do, gravidez, puerpério, cancer, uso de estrogeno/progesterona, trauma,
cirurgia, presenca de anticorpo antifosfolipidio (SAAF), dentre outros [Rosendaal, 1999;
Robetorye & Rodgers, 2001]. A trombofilia hereditaria decorre de defeitos genéticos que

comprometem os mecanismos de anticoagulacdo, como a deficiéncia de proteina C, de

Introdugdo
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proteina S, da antitrombina, a mutagao G1691A no gene do fator V (fator V de Leiden), a
mutagdo G20210A no gene da protrombina, e niveis elevados de FVIII [Rosendaal, 1999;
Robertorye & Rodgers, 2001].

O TEV ¢ uma doenga multifatorial onde se faz necessaria uma interagao
dinamica entre fatores de risco genéticos e adquiridos. A trombofilia hereditaria ¢ também
multigénica, sendo que o risco trombdtico ¢ maior em pessoas com coexisténcia de
trombofilias [Rosendaal ef al.,1999]. E importante ressaltar que em aproximadamente 30%
dos pacientes com TEV ndo se identifica nenhum fator adquirido ou hereditario, fato que
sugere a presenca de mecanismos adicionais ainda desconhecidos na etiologia da doenga

[Heijboer et al., 1990; Rosendaal et al., 1995 ; Poort et al., 1996].

Da mesma forma, ocorre interagdo entre fatores de risco adquiridos e genéticos,
onde ha aumento do potencial de trombose quando portadores de trombofilia hereditaria
sdo expostos a fatores de risco adquiridos [Vandenbroucke et al, 1994;

Friedrich ef al., 1996].

1.2- Fator VIII

O sistema hemostatico ¢ responsavel ndo apenas por interromper sangramentos
pos-lesao vascular, mas também manter o sangue fluido dentro dos vasos. O ponto central
do sistema hemostatico ¢ a cascata da coagulacdo que consiste em uma série de reagdes
enzimadticas, onde zimogénios dos fatores de coagulacdo sdo ativados em seqiiéncia,

culminando na formagdo do coagulo de fibrina [Franco, 2004].

A coagulagdo ¢ iniciada com a exposicao do fator tecidual (FT) e conseqiiente
formagdo do complexo FT-FVIIa, que ird ativar o FIX e FX. Logo apos a geragdo das
primeiras moléculas de FX ativado (FXa), este ¢ inibido pelo inibidor da via do fator
tecidual (TFPI - tissue factor pathway inhibitor). Apesar desta rapida inibi¢do, as poucas
moléculas de trombina geradas pela acao do complexo FT-FVIIa sdo capazes de ativar o
fator FXI. O FXI ativado (FXIa) ativa o FIX que, por sua vez forma um complexo com o

fator VIII ativado (FVIIIa), para em seguida ativar o FX. O FXa, tendo o fator V ativado

Introdugdo

18



(FVa) como cofator, converte a protrombina (FII) em trombina. A trombina por sua vez
atua sobre o fibrinogénio, convertendo-o em mondmeros de fibrina, que serdo

polimerizados para formar o codgulo de fibrina. [Franco, 2004].

[ mTRNsic paThway | | extRrinsic PaTHWAY |

2as

Kallikre |) l HMWIK collagen
Prekallikrei

il " 3
e {Hageman Factor} Tissue Injury

© Thrombin

2 SR
/ (I!aL ,

Phosphatipic
e surface
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i Inactive Fibrinaogen Fibirin Cross-linked
(L) {ia) Fibrin

| common patoway |

Figura 1- Vias de ativagdo da cascata da coagulagdo(http://biovestigation.org/saude).

O FVIII ¢ sintetizado principalmente no figado, mas seu RNAm ja foi detectado
no baco, linfonodos e rins. A observacdo de que humanos e cdes com hemofilia A
(deficiéncia de FVIII) poderiam ser curados com um transplante de figado sugere que este é

o principal sitio de sintese do FVIII [Vlot ef al, 1998].

Apesar de intimeros estudos, ainda ndo estdo totalmente estabelecidos os
diversos mecanismos que interferem com a concentragdo plasmatica do FVIIIL. De qualquer
forma, sabe-se que o fator de von Willebrand (VWF), o tipo sanguineo ABO, fatores
genéticos, o LRP (receptor de LDL), idade e sexo tem influéncia sobre o nivel plasmatico

de FVIII [Saenko et al, 1999 ; Sousa et al, 2007].

Introdugdo
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A maior parte do FVIII circula no plasma associado ao fator de von Willebrand
(FvW), sendo que apenas uma pequena fracdo permanece livre na circulagdo. A proporcao
normal entre FVIII e FvW ¢ de aproximadamente 1:50. A ligagd@o entre eles ¢ essencial para
a sobrevida do FVIII in vivo e para evitar sua ativacdo inapropriada. Portanto, o nivel

plasmatico de FVIII ¢ influenciado pelo nivel do FvW [Schambeck e al., 2004].

Também estd bem estabelecido que individuos do grupo sangiiineo O possuem

niveis diminuidos de FVIII, quando comparados aqueles dos grupos ndo-O [Bertina, 2004].

A concentracdo do FVIII e de outros fatores da coagulacdo ¢ controlada por
varios genes reguladores, e estes genes parecem ser expressos de forma diferente nos

diversos grupos étnicos [Souto et al., 2000 ; Patel et al., 2004].

O LRP interfere com o catabolismo do FVIII e, portanto, a ligacdo dessas duas
proteinas ¢ um fator determinante da concentracdo plasmatica de FVIIL
Morange et al. (2004) analisaram trés regioes do gene do FVIII que codificam as regides de
ligacdo entre o FVIII e o LRP, em cerca de 100 familias saudaveis voluntarias (total de 524
individuos), contudo nao se identificou nenhuma alteragdo correlacionada ao nivel

plasmatico do FVIII.

O aumento do nivel plasmatico de FVIII é um fator de risco independente e
prevalente para o TEV [Kraaijenhagen et al., 2000]. Um estudo realizado pelo nosso grupo

confirmou esse resultado em uma populagdo brasileira [Mello, 2006].

Individuos com FVIII plasmatico acima 150 UI/dL tém um risco 4,8 vezes
maior de desenvolver TVP quando comparados aqueles com FVIII abaixo de 100 TU/dL.
Também foi demosntrado que o risco de uma retrombose em pacientes com FVIII
aumentado, apds episddio Unico ou miultiplo de trombose foi de 5.4 e 22%,
respectivamente. Observou-se também que para cada elevagdo de 10 Ul/dl na dosagem do
FVIII no plasma, o risco de episddios recorrentes aumenta em 24%. Portanto, o nivel
elevado do FVIII ¢ também um fator de risco dose-dependente para TEV

[Kraaijenhagen et al., 2000].
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Kyrle et. al (2000) analisaram 360 pacientes apos o primeiro episodio de TEV,
por um periodo de 30 meses. A probabilidade de recorréncia em 2 anos entre individuos
com FVIII acima do percentil 90 foi de 37%, comparada a 5% dentre aqueles com niveis
abaixo desse percentil, correspondendo a um risco relativo de recorréncia de 5,5. Apds o
ajuste por variaveis como idade, sexo, e trombofilia hereditaria, este risco permaneceu
significativo, demonstrando tratar-se de um risco independente e dose-dependente

[Kyrle et al., 2000 ; Legnani et al., 2004].

Como o FVIII ¢ uma proteina de fase aguda, uma das hipoteses para o seu
aumento seria a resposta ao processo inflamatério trombdtico. Logo apds o episodio de
trombose ha um aumento do FVIII e da proteina C reativa , também um marcador de fase
aguda. Contudo, na evolucdo desses pacientes, apds o periodo agudo, ocorre normaliza¢do
dos niveis de proteina C reativa, sem que paralelamente ocorra o mesmo com o FVIII,
descartando essa hipotese [O’Donnel et al., 1997 ; Kamphuisen et al., 1999;
O’Donnel et al., 2000].

Os estudos que incluiram pacientes com TEV e aumento de FVIII sugerem um
padrao de heranga genética. Contudo, a andlise do gene do FVIII, demonstrou inimeros
polimorfismos, mas sem qualquer correlagio com os niveis elevados de FVIII
[Kamphuisen et al., 2001 ; Endler et al., 2003 ; Viel et al., 2007]. Mesmo a anélise da
regido promotora e da regido terminal 3’ do gene do FVIII ndo conseguiu identificar

nenhuma alteragdo relacionada a concentragdo do FVIII [Mansvelt et al, 1998].

O receptor hepatico LRP (“LDL receptor related protein”), também conhecido
como o2-macroglobulina, ¢ uma glicoproteina de membrana, membro da familia dos
receptores endociticos de LDL, e estd presente em abundancia em varios tecidos, sendo

predominante no figado [Neels et al., 2000].

O LRP esta envolvido na endocitose de seus ligantes para que estes sejam entao
degradados nos lisossomos. Este receptor possui um amplo espectro de ligantes, sendo que
os principais sdo: lipoproteinas, lipoproteinas de baixissimo peso molecular (VLDLs),
lipases, serino-proteases e proteinas de matriz. [Bovenschen et al., 2004;

Ananyeva et al., 2001].
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Bovenschen et al (2003) utilizando um modelo animal transgénico deficiente de
LRP e controles normais, mostrou que os animais deficientes apresentam aumento de FVIII

na circulacdo, devido ao catabolismo diminuido do FVIII [Bovenschen e al., 2003].

Estudos recentes utilizando cultura de fibroblastos demonstraram que o FVIII
se liga especificamente ao LRP e que este receptor medeia a internalizagdo e subseqiiente
degradacgdo do FVIII, indicando que o LRP desempenha um importante papel no ajuste do
FVIII plasmatico in vivo [Saenko et al.,1999].

Estudos estruturais demonstraram que o FVIII possui dois sitios de alta
afinidade pelo LRP, localizados nos dominios A2 e A3, e também um sitio de baixa
afinidade no dominio C2. As mutagdes que envolvem os nucleotideos que codificam o
dominio A2 do FVIII podem alterar a ligacdo e internalizagao do FVIII pelo receptor LRP,
provocando um aumento da meia-vida do FVIII plasmatico. Essas mutagdes podem
acarretar aumento do FVIII plasmatico em graus variaveis, desde muito acentuado a

praticamente insignificante [Sarafanov et al., 2006].

Alguns estudos de ligacdo in vitro mostraram que o LRP apresenta 4 variantes,
sendo que a maioria dos seus ligantes tem maior afinidade pelas variantes II (principal) e

IV [Willnow et al., 1994 ; Mikhailenko et al., 2001].

Estudos demonstraram que tanto a cadeia pesada (dominio A2) como a leve
(particularmente os dominios C2 e A3) do FVIII, possuem afinidade de ligacdo com as
variantes Il e IV do LRP [Horn et al., 1997 ; Neels et al., 1999 ; Lenting et al., 1999;
Bovenschen et al., 2003 ; Sarafanov et al., 2007]. Assim sendo, o estudo da regido do gene

que codifica essas duas regides seria de grande relevancia.

Alguns estudos ja procuraram correlacionar as alteragdes genéticas do LRP com
niveis plasmaticos de FVIII ou com trombose venosa. Marchetti et. al (2006) relataram que
a presenga dos polimorfismos -25CG ou D1241E correlacionam-se com niveis mais baixo
de atividade e antigeno do FVIII, sugerindo que estes alelos mutados promovem uma maior

expressdao do LRP, acarretando maior catabolismo do FVIII.
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1.3- Fator de von Willebrand

O FvW ¢ sintetizado por células endoteliais e megacariocitos, e circula no
plasma na forma de multimeros, com peso molecular que variam de 500 a 20.000 KDa.
Como ja citado anteriormente, o FvW ¢ um carreador plasmatico do FVIII, impedindo que

este seja lisado prematuramente [Mannucci et al., 2004].

O produto primario do gene do FvW ¢ um polipeptidio precursor, e dentro das
c¢lulas endoteliais e/ou megacariocitos € clivado e transformado numa subunidade madura.
A partir dai, as extremidades carboxila das subunidades maduras interagem entre si
formando dimeros e, posteriormente, as extremidades amino destes dimeros também irdo
interagir dando origem a um multimero. A ultima etapa consiste numa intensa glicosilagao
das subunidades do multimero, sendo este estocado nas células para posteriormente ser

secretado no plasma [Vlot ef al., 1998 ; Bowen & Collins, 2006].

A figura a seguir mostra a seqiiéncia dos dominios da proteina do FvW e seus
éxons correspondentes no gene. O gene do FvW esta localizado no cromossomo 12, e

possui aproximadamente 178 kb distribuidos em 52 éxons e introns [Mancuso et al., 1989].
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Figura 2- Estrutura do polipeptideo precursor do Fator de von Willebrand
(http://www.fleury.com.br/Publico/LaboratorioReferencia/ManualHematolog

1a/Publishinglmages/figurala )

O nivel plasmatico do FvW depende de fatores genéticos individuais, condi¢des
cronicas e eventos transitorios. Como fatores genéticos individuais, podemos citar o grupo

sangiiineo ABO, sexo ¢ etnia [Ginsburg et al., 2005 ; Sousa et al., 2007].
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Condi¢des cronicas que elevam o FvW plasmatico sao idade, obesidade,
diabetes, inflamac¢do cronica, cancer, doenca hepatica ou renal. J4& como condigdes
transitdrias, podemos citar a gravidez, cirurgia, exercicio fisico, e agentes farmacoldgicos

como epinefrina, vasopressina ¢ desmopressina [Franchini & Lippi, 2006].

O dominio de ligacdao entre o FVIII e o FvW esta localizado na extremidade
amino-terminal (272aa) do FvW maduro, e ¢ codificado pelos éxons 18 ao 23. Apesar da
influéncia do FvW sobre o nivel plasmatico de FVIII, ndo hd nenhuma altera¢do nessa
regido do gene do FvW que tenha sido correlacionada ao aumento do FVIII ou a um
aumento no risco de eventos tromboticos [Bowen ef al., 2001 ; Kamphuisen et al., 2001;

Lenting et al., 2004].

A andlise do gene do FvW revelou que o polimorfismo A4751G (Tyr1584Cys)
no éxon 28 esta relacionado a uma maior suscetibilidade desse fator a protedlise pela

ADAMTS-13 [Bowen et al., 2005 ; Keeney et al., 2007].

Davies et al. (2007) ao analisar a freqiiéncia do polimorfismo A4751G em 5052
controles verificou que 1% dos voluntarios eram heterozigotos para este polimorfismo.
Além disso, também foi observado que os individuos heterozigotos tinham niveis
plasmaticos de Fvw signicantemnte menores quando comparados com homozigotos

normais (82 + 35 UI/dL vs 111 £ 37 UI/dL).

A freqiiéncia do polimorfismo A4751G ja foi analisada em algumas doencas.
Um estudo relizado com 76 individuos com doenga de von Willebrand tipo 1 mostrou uma

freqliéncia de 25% de heterozigose [Bowen et al., 2005].

Bongers et al. (2007) ao avaliar a freqiiéncia do polimorfismo A4751G em 374
pacientes com trombose arterial e 332 controles, observaram que a freqiiéncia do genétipo
AG foi de 0,5% e 0,6%, respectivamente, ndo estando portanto, relacionado a um fator

protetor para a doenga.

Outras mutacdes encontradas no gene do FvW parecem estar relacionadas a
uma menor sobrevida do FvW na circulagdo, independente da proteolise pela ADAMTS-13

[Van Schooten et al., 2005].
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1.4- ADAMTS-13

A ADAMTS-13 ¢ uma metaloprotease plasmatica responsavel pela modulagado
do tamanho molecular do FvW plasmatico. Ela se liga ao dominio A2 do FvW, entre os
aminoacidos 1480 a 1682, promovendo a clivagem da ligagdo peptidica Tyr1605-Met1606
[Wu et al., 2006], transformando os multimeros de altissimo peso molecular em multimeros

menores [Bowen & Collins, 2006].

A relagdo entre o FvW e a ADAMTS-13 foi demonstrada inicialmente pela
observacdo de que em pacientes com purpura trombocitopénica trombotica (PTT), a
deficiéncia congénita (mutagdo no gene da ADAMTS-13) ou adquirida (presenca de
auto-anticorpos contra a ADAMTS-13) da enzima prejudicava o processo fisiologico de
clivagem dos multimeros de alto peso molecular do FvW. Estes multimeros de alto peso
molecular sdo capazes de promover agregacao plaquetaria intravascular espontanea levando

a formagao de trombos plaquetarios. [Rieger ef al., 2006].

Shenkman et. al. (2006) demonstraram que a ADAMTS-13 também possui um
papel fundamental na regulagdo da adesdo plaquetaria em condi¢des de fluxo, prevenindo

assim uma propagacao excessiva do trombo.

Lam et. al. (2007) demonstraram que a ADAMTS-13 ¢ suscetivel a inativagao
proteolitica pela trombina in vitro. Foram identificados seis ou sete sitios de clivagem,
sendo que os principais estdo localizados nas extremidades carboxila e amino terminais.
Mesmo apds a clivagem pela trombina, a ADAMTS-13 ainda ¢ capaz de se ligar ao FvW,

mas com uma afinidade 8 vezes menor.

A ADAMTS-13 ¢ sintetizada predominantemente no figado, entretanto sua
expressdo génica também foi detectada em outros tecidos e células, tais como plaquetas e
c¢lulas endoteliais [Levy et al., 2005 ; Turner et al., 2006 ; Santos-Martinez et al., 2007].
Liu et. al. (2005) demonstraram, por citometria de fluxo, que a ADAMTS-13 esta expressa
na superficie das plaquetas, e que esta expressao aumenta significativamente apds a

ativacdo pela trombina.
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O esfor¢o fisico diminui o nivel de ADAMTS-13, e individuos do grupo
sangiiineo O possuem maior concentrag¢ao plasmatica de ADAMTS-13 quando comparados
a individuos do grupo ndo-O [Mannucci et al., 2004 ; Claus et al., 2006]. Além disso,
Feys et. al. (2007) demonstraram que tanto a atividade como o antigeno da ADAMTS-13
estdo diminuidos na cirrose hepatica, em doencas inflamatorias, na cirurgia cardiaca e em

gestantes; e que esta diminui¢do foi acompanhada por um aumento do nivel antigénico do

FvW.

O gene da ADAMTS-13 esta localizado no cromossomo 9, compreendendo 29

éxons ¢ introns, ¢ uma seqiiéncia genomica de aproximadamente 37 kb [Zheng et al.,2001].

L Potential N on site 1427 amino acids
(A riser) =145 kDa calculated,
190 kDa purified from plasma.

‘ Fotential O-glycosylation site

Zheng X. et al. J. Biol. Chem. 276:41053-41083, 2001

Figura 3- Estrutura primaria do gene e da proteina da ADAMTS13.

Mais de 80 alteragdes genéticas, incluindo polimorfismos, mutagdes missense,
nonsense, € em sitios de splice, bem como delegdes e insergdes ja foram descritas no gene
da ADAMTS-13, e algumas delas associadas ao fenotipo pro-coagulante
[Levy et al., 2001 ; Kokame et al., 2002 ; Veyradier et al., 2004 ; Schneppenheim et al.,

2006 ; Kokame, 2008]. Um estudo realizado com criangas com demonstrou que todos
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aqueles com PTT congénita carreavam mutagdes génicas em ambos os alelos do gene da

ADAMTS-13 [Schneppenheim et al., 2003].

Virios estudos tém demonstrado que diversas mutagdes pontuais no gene da
ADAMTS-13, identificadas em pacientes com PTT, podem promover alteracdes na sintese,
secrecao e/ou atividade da ADAMTS-13 [Uchida et al, 2004; Tao et al, 2006;
Pimanda et al, 2004; Donadelli et al, 2006].

1.4.1- O polimorfismo C1852G (Pro618Ala)

O polimorfismo C1852G esta localizado no éxon 16 do gene da ADAMTSI13, e
resulta na mudanga do aminoécido prolina por uma alanina no “spacer domain” da
proteina. Este polimorfismo foi associado & niveis diminuidos tanto da secre¢do como
atividade da ADAMTSI13. Plaimauer et al. (2006) demonstraram que a presenca de
homozigose mutante para esse polimorfismo estava associada a uma diminuicdo da

secrecdo da enzima para 27% e de sua atividade para 14%.

Antoine et al. (2003) ao avaliar a freqliéncia do polimorfismo C1852G em 120
alelos de individuos-controle, observaram que a freqiiéncia do alelo mutado foi de 9,2%,

confirmando portanto, que esta alteracdo molecular tratava-se de um polimorfismo.

1.4.2- A mutacao C4006T (Argl336Trp)

A mutacdo C4006T esta localizada no éxon 28 do gene da ADAMTSI3, e
resulta na mudanca do aminoécido arginina por um triptofano no “cub 2 domain” da
proteina. Esta mutacdo também foi associada & niveis diminuidos tanto da secre¢do como
da atividade da ADAMTSI13. Plaimauer et al. (2006) demonstraram que a presenga de
homozigose mutante para essa alteracio estava associada a uma diminui¢do da secre¢dao da

enzima para 23% e de sua atividade para 12%.

Antoine et al. (2003) ao avaliar a freqiiéncia da mutagao C4006T em 230 alelos
de individuos-controle, ndo identificaram nenhum alelo mutado, conluindo portanto, que

esta alteracdo molecular tratava-se de uma mutagao.
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2- JUSTIFICATIVA
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O TEV € considerado um importante problema de Saide Publica devido a
expressiva incidéncia e taxa de mortalidade desta doenca. Os mecanismos etioldgicos
envolvidos no TEV ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, sendo que fatores de risco

pré-tromboéticos ndo sdo identificados em uma parcela dos pacientes.

Nos ultimos anos, varios estudos, incluindo os realizados pela nossa Instituicao,
demonstraram uma relacdo entre os niveis de FVIII e o risco de TEV. No entanto, a maioria

destes estudos foram realizados em populagdes de origem caucasdide.

Apesar da identificacdo de alguns fatores associados aos niveis de FVIII, tais
como influéncia genética e grupo sangiiineo ABO, ainda ndo foram totalmente esclarecidos

todos os mecanismos e fatores envolvidos na variag¢do deste fator no plasma.
Tendo em vista que:

- Existe uma variacdo nos niveis de FVIII e FvW, que parece ser multifatorial,

mas ainda nio totalmente esclarecida;

- A andlise de alteracdes moleculares nos genes do FvW e da ADAMTS-13
podem indicar possiveis influéncias genéticas nos niveis plasmaticos do FVIII

em humanos
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Os objetivos deste estudo sao:
Avaliar em pacientes com TVP e rm controles normais:

- A prevaléncia do polimorfismo A4751G no gene do FvW e sua relagdo com

os niveis de FVIII e FvW no plasma, e com o risco de TVP;

- A prevaléncia do polimorfismo C1852G e da mutagdo C4006T no gene da
ADAMTS-13 e suas relagdes com niveis de FVIII e FvW no plasma, e com o

risco de TVP.
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4- CASUISTICA
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Os pacientes e controles foram convidados a participar do estudo e entdo

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

4.1- Grupo de pacientes com TVP

De um grupo de pacientes com diagndstico de TVP e acompanhados no
Ambulatorio de Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP, no periodo de janeiro de 1990
a setembro de 2007, foram selecionados aqueles que preenchiam os critérios de inclusdo e

exclusdo descritos a seguir:

Critérios de inclusdo - idade entre 18 e 70 anos, um tempo minimo de 3 meses
apo6s a suspensao do uso de anticoagulantes, diagndstico de TVP estabelecido por ultrassom

com Doppler;

Critérios de exclusdo - presenga de neoplasia, gravidez ou puerpério, doenga
renal, hepdtica ou tiroideana, doencga inflamatéria ou infecciosa, Sindrome do Anticorpo
Antifosfolipidio, uso de drogas como corticdide, anticoncepcional hormonal (ACH) e

terapia de reposicdo hormonal (TRH) no momento da coleta de sangue.

Todos os pacientes foram previamente investigados quanto a presenca de
trombofilia hereditdria (proteina C, proteina S, antitrombina, fator V de Leiden e mutagdo

G20210A no gene da protrombina), e de anticorpos antifosfolipidios.

4.2- Grupo controle

O grupo controle foi constituido por individuos sauddveis, doadores de sangue
ou funciondrios do Hemocentro da Unicamp, provenientes da mesma drea geografica dos
pacientes. O critério de inclusido foi idade entre 18 e 70 anos. Os critérios de exclusao
foram os mesmos utilizados para os pacientes, acrescido do histérico pessoal ou familiar de

TVP.
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Os individuos foram emparelhados por sexo, grupo étnico e idade aproximada
(diferenca de até 5 anos) dos pacientes. Para a classificagdo da etnia foi considerada a
ascendéncia até a terceiras geracao e aspectos fisicos do individuo, tais como: cor de pele,
textura dos cabelos e formato nasal. Os individuos de ambos os grupos foram divididos em
3 grupos etnicos: caucasOides, negrdides, e miscigenados (pardos e brancos

nao-caucasodides).

Todos os voluntdrios participantes do estudo responderam a um questionario

para avaliar os critérios de inclusdo e exclusdo, conforme o Anexo2.
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5- METODOLOGIA
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5.1- Coleta de sangue

O sangue para a dosagem dos parametros de coagulagdo foi coletado de veia
periférica em tubo Vacutainer, contendo citrato de sodio 3,2%, na proporcao de 9:1. Apds a
coleta, o sangue foi centrifugado a 1550g por 15 minutos. Foram feitas aliquotas de 400uL

de plasma que entdao foram congeladas e armazenadas a -80°C até a sua analise.

O sangue para preparo do DNA foi coletado em tubo Vacutainer com EDTA.

5.2- Dosagem dos fatores da coagulaciao
5.2.1- Fator VIII:C

Para a determinacdo da atividade do FVIII foi empregado o método
coagulométrico de um estagio, utilizando-se plasma deficiente de FVIII (DiaMed, Cressier,
Suiga) e reagentes para a determinagdo do tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa),
em coagulometro de leitura foto-Optica Koagulab 32-S (Ortho Diagnoéstic Systems).
Inicialmente foi executada uma curva-padrao (tempo de coagulacdo em segundos versus
dilui¢do), obtida por diluicdes seriadas de um controle comercial normal (DiaMed,
Cressier, Sui¢a) em tampao veronal , com concentragdo inicial previamente determinada

pelo fabricante.

Apo6s a diluicdo da amostra em tampao veronal (volume final = 50uL), sdo
adicionados 50 pL de plasma deficiente de FVIIL, e entdo realizado o TTPa. Os resultados
foram obtidos por interpolacdo na curva-padrdo. A curva foi previamente testada com
controle normal e patologico. Os resultados foram expressos em UI/dl. O valor de
normalidade do laboratorio, estabelecido em plasma de 50 individuos normais, foi de

60-150 UI/dL

5.2.2- Fator VIII:Ag

A dosagem do FVIII antigénico (FVII:Ag) foi determinada por método
cromogénico de ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizando kit comercial (Affinity

Biologicals INC., Canada).
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Inicialmente, preparou-se a placa de ELISA onde foram colocados em cada
orificio da placa, 100uL de anticorpo capturante de ovelha anti-FVIII diluido em tampao de
sensibilizacdo na propor¢do 1/100. A placa foi incubada a 22°C por 2 horas, e

posteriormente, lavada 3 vezes com tampao de lavagem (PBS-Tween).

As amostras de plasma foram diluidas em trés concentragdes diferentes
(1:4, 1:8 e 1:16) com tampao de dilui¢do. Em cada pogo da placa foram pipetados 100uL
de plasma diluido. Apds um periodo de incubagdo de 2 horas a 22°C, a placa foi lavada 3

vezes com 200uL de tampao de lavagem (PBS-Tween, na propor¢do 1 L para 10 mL).

O proximo passo foi adicionar em cada pogo da placa 100uL de anticorpo de
ovelha anti-FVIII conjugado com peroxidase, pré-diluido em tampao do conjugado. A
placa foi entdo colocada em agitagdo por 60 minutos a 22°C, e depois lavada 3 vezes com
200uL de tampao de lavagem. Em seguida, foram adicionados em cada pogo da placa
100uL de substrato OPD (diluido em tampao de substrato). A placa foi entdo colocada em

agitacdo por 15 minutos, com uma cobertura de papel aluminio.

Apoés a agitagdo, foram adicionados em cada pogo 50uL de acido sulfurico
(H2S04) 2,5 M, para o bloqueio da reagdo e, entdo realizada a leitura por espectrofotometria

num comprimento de onda de 490nm. Os resultados foram expressos em Ul/dI.

5.2.3- Fator de von Willebrand

O método utilizado para a dosagem do FvW plasmatico foi o ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Inicialmente, preparou-se a placa de ELISA onde foram
colocados 125uL de anticorpo capturante de coelho anti-von Willebrand diluido em tampao
de sensibilizacdo em cada poco da placa. A concentracdo desse anticorpo foi de 7pL/ml
(17uL de anticorpo + 14 ml de tampdo). A placa foi deixada a 4°C por 24 horas. Entdo a
mesma foi lavada 4 vezes com 200uL de tampao de lavagem. Em seguida, foram pipetados
170uL de tampao de cobertura, seguida de uma hora de incubagdo sob agitacdo a
temperatura ambiente. Passada uma hora, a placa foi lavada 4 vezes com 200uL de tampao

de lavagem.

Metodologia
37



As amostras de plasma dos pacientes bem como os controles foram preparados
através de diluigoes 1:50 com tampao de diluicdo (50uL de plasma + 2450uL de tampao de
dilui¢do). Em cada pogo da placa foram pipetados 100puL de plasma diluido, que entdo
ficaram em incubac¢do por 3 horas a temperatura ambiente. Passada esta incubagdo, a placa
foi lavada 4 vezes com 200uL de tampao de lavagem. O proximo passo foi adicionar em
cada poco da placa 100uL de anticorpo de coelho anti-von Willebrand conjugado com

peroxidase, diluido em tampao do conjugado (3,8uL de anticorpo + 30ml de tampao).

A placa foi entdo colocada em agitagao por 60 minutos a temperatura ambiente,
e depois lavada 4 vezes com 200pL de tampao de lavagem. Em seguida, foram adicionados
em cada pogo da placa 100uL de substrato OPD (diluido em tampao de substrato). A placa
foi entdo colocada em agitacdo por 15 minutos, com uma cobertura de papel aluminio.
ApoOs a agitacdo, foram adicionados 50uL de acido sulfirico em cada pogo da placa, para
bloqueio da reacdo e, entdo realizada a leitura por espectrofotometria num comprimento de

onda de 450nm. Os resultados foram expressos em Ul/dl.

5.3- Analise dos polimorfismos/mutacoes
5.3.1- Extracdo de DNA de sangue periférico

O DNA foi extraido de 8ml de sangue coletado com EDTA. Apds centrifugagao
por 15 minutos a 3500 rpm, o sobrenadante foi desprezado. Ao precipitado foram
adicionados 5 volumes de NH4Cl 144mM e %2 volume de NH HCOs; 10mM, sendo
misturado por inversdo, para lise das hemdcias. As amostras foram centrifugadas a 2200

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

O sobrenadante foi descartado e ao sedimento obtido adicionou-se SmL de
tampao TKM1 (Tris-HCl 10mM, pH 7,6 KCl 10mM, MgCl, 10mM, EDTA 0,2mM) e
125uL de Triton X10 (Sigma Chemical, CO, Steinheim, Alemanha). Apos centrifugagao, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 5mL TKMI1 e centrifugado
novamente. O sedimento obtido foi ressuspenso com 400uL de TKM2 (NaCl 400mM, KCl
10mM, pH 7.6 MgCl, 10mM) e 25uL. de SDS 10 (dodecil sulfato de sodio), para a lise dos

leucdcitos. As amostras foram incubadas em banho-maria a 55°C durante 30 minutos. Apds
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este periodo, foram acrescentados 180uL de NaCl 5M e homogeneizados com a prépria
ponteira. Esperou-se o tempo de 20 minutos em temperatura ambiente com a finalidade de
precipitar as proteinas. Apds este tempo, centrifugou-se a 12000 rpm por 5 minutos em

microcentrifuga.

O sobrenadante contendo o DNA foi submetido a extragao através da adi¢ao de
450uL de cloroformio/alcool isoamilico e 450uLl de fenol bidestilado saturado com
Tris-HCI pH 8.0, seguida de centrifugacdo a 12000 rpm por 5 minutos. Este processo foi
repetido apos a adicdo de ImL de cloroféormio/alcool-isoamilico. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo de fundo conico de 1500puL. Acrescentou-se 10% do volume
do sobrenadante com acetato de sddio 3M pH 5.2 e ImL de etanol absoluto gelado, e

agitou-se por inversao para precipitagdo do DNA.

Em seguida, centrifugou-se por 3 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com ImL de etanol 70% gelado, e uma nova
centrifugacdo foi realizada. Descartou-se o sobrenadante e 0 DNA precipitado permaneceu
em temperatura ambiente para secar. Depois de seco, o DNA foi ressuspenso em
aproximandamente 300uL de tampao TE (Tris-HCl 10mM pH 7.5 EDTA 1mM) que

permaneceu durante 16 horas sob refrigera¢do (4°C) para sua total dissolugao.

5.3.2- Determinacao das alteragdes nos genes da ADAMTSI13 e do FvW

As regides génicas de interesse foram amplificadas a partir de amostras de
DNA gendmico pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se primers
especificos para as regides de interesse, segundo procedimento descrito por
Saiki et al (1988). Para a realizagdo das reacdes foi utilizado um termociclador automatico

(PTC 100 Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Inc MA, E.U.A).

5.3.2.1- Polimorfismo C1852G (Pro618Ala)

Para a detec¢do do polimorfismo C1852G, localizado no éxon 16 do gene da
ADAMTSI13, foi realizada uma reacdo de amplificagdo para um volume final de 30uL

contendo 0,5ug de DNA gendmico, ImM de cada deoxinucleotideo trifosfato
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(dntps: dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 3 uL de tampao da enzima polimerase (10 mM Tris
pH 85), 12 mM MgCl,, 03 uM de ~cada primer (sense: 5'-
CTGTGGCTCCTTAGAGGAGGGCTGGGG-3") (anti-sense: 5'-
CGCTGAATGAATAAATGAACGAATCAGGG-3") e 2U da enzima Tag DNA
polimerase (Invitrogen). As reacdes foram submetidas a condi¢gdes de ciclos
pré-determinadas: 96°C por 5 minutos para denaturacdo inicial do DNA, seguida por 35
ciclos de 40 segundos a 96°C, 40 segundos para anelamento a 55°C, e 1 minuto para

extensao do DNA complementar a 72°C..

Apds a amplificagdo, o fragmento foi submetido & técnica de SSCP (single
strand conformation polymorphism). Inicialmente, o fragmento amplificado foi submetido
4 uma incubagdo a 96°C por 5 minutos para desnaturagdo inicial do fragmento de DNA

amplificado,e em seguida, mantido em banho de gelo.

Depois de posicionar dois géis PhastGel™ Homogeneous 12,5 (GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Sweden) na unidade eletroforética do PhastSystem (Pharmacia Biotech),
as amostras amplificadas foram diluidas na proporcdo 1:6 com o corante Loading Dye
solution (Fermentas Life Sciences, Canada), as amostras foram submetidas a 96°C por 5
minutos para desnatura¢do das fitas de DNA. Em seguida foram mantidas em gelo para
manter a desnaturagdo. Depois de aplicadas nos géis de poliacrilamida a 12,5%, foram

lTM

posicionados os tampoes PhastGel'™ Native Buffer Strips (GE Healthcare Bio-Sciences

AB, Sweden) ,e entdo as amostras foram submetidas 4 corrida eletroforética até 800 aVh.

Ap6s a eletroforese, os géis foram corados com nitrato de prata.

CG PD1(?) PD2(?) PD3(?) PDA4(?)

'- S

Figura 4- SSCP do polimorfismo C1852G no gene da ADAMTSI3. “PD” significa

“padrao desconhecido”.
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Através desse procedimento foram detectados seis padroes na eletroforese, e
para a identificacdo das alteracdes moleculares relacionadas a esses padrdes foi utilizado o
método de seqiienciamento automatico direto. Apds a amplificacdo das regides especificas
do DNA pela técnica de PCR, 50 pl do produto amplificado foi purificado, utilizando-se o
kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences, England, UK),
para eliminar produtos ndo incorporados durante a reacdo. A concentracdo do produto
purificado foi quantificada em gel de agarose 2% com marcador de quantificagdo

(Low DNA Mass Ladder, California, EUA).

Em seguida, foi realizada a reagdo de seqiienciamento utilizando o Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer Applied Biosystem, CA,
EUA), de acordo com instrugdes do fabricante, para posterior eletroforese em seqiienciador

automatico (ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer) e analise das seqiiéncias.

Para o seqiienciamento automatico direto das regides génicas amplificadas, foi
utilizado 20-30 ng do produto de PCR purificado; 1 pul de oligonucleotideo 1,6 uM (sense e
antisense em reacdes distintas); 1 pl da solucdo Terminator Ready Reaction Mix do Big
Dye, 1 pl de solucdo tampao Tris-HCI 200 mM pH 9,0 e MgCL, 5 mM e agua destilada
estéril gsp 10 ul. Em um termociclador automatico as amostras foram submetidas a 25
ciclos de denaturagdo inicial a 96°C por 10 segundos, temperatura de anelamento do primer
por 15 segundos, e 60°C por 4 minutos para a sintese. O produto da reacdo de
seqiienciamento foi submetido a purificagdo com 8pul de agua destilada estéril, 32 pl de
etanol absoluto. Ap6s homogeneizacao, as amostras foram transferidas para uma placa de
96 pocos e incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. A placa foi
centrifugada por 45 minutos a 4000g, o sobrenadante foi descartado e em seguida colocado
100 pl de etanol 70%. A placa foi centrifugada novamente por 20 minutos a 4000g e o
sobrenadante descartado, sendo submetida a centrifugagdo invertida por 7 segundos a 200g
e aquecida no termociclador a 65°C por 5 minutos para completa remocdo do etanol

residual.

Para a eletroforese, adicionou-se 10 pl de formamida deionizada, as amostras
foram entdo denaturadas a 96°C por 5 minutos, e incubadas em gelo para em seguida serem

aplicadas no seqiienciador automatico ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer.
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1=0 1=0 1 -
Hu T Fy T 0T Ss T D T, o o o T o oo e oo T

!

Figura 5- Sequenciamento do polimorfismo C1852G no gene da ADAMTSI3. A

heterozigose CG esta representada pela letra “N”.

O sequenciamento direto de um dos padrdes observados no SSCP (Figura 6)
revelou que um dos padrdes de banda desconhecidos tratava-se da alteragao C1797T (Ile

599 Thr) ainda ndo descrita na literatura (Figura 7).

CT

Figura 6- SSCP do polimorfismo C1797T no gene da ADAMTSI13.
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Fa 824 !
CCGAaCcCh GGG TGAGGA TnEGAGGE GCE G C

Figura 7- Sequenciamento do polimorfismo C1797T no gene da ADAMTSI3. A

heterozigose CT esta representada pela letra “n”.

Como o sitio deste polimorfismo ¢ reconhecido pela enzima Alwl (MBI
Fermentas, Lituania), optou-se por utilizar esse método na genotipagem de todos os
pacientes e controles incluidos no estudo. Foi realizada uma reagdo para um volume final
de 15uL, contendo 6uL do produto amplificado de 408pb, 1,5mM de Tris-HCI (pH = 7.4),
e 3U da endonuclease de restricdo Alwl (MBI Fermentas, Lituania). Essa reag¢do foi
incubada por 16 horas, em banho-maria a 37°C. Apos a digestao, o produto foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 3%, e depois de coloracdo com brometo de etideo

visualizado sob luz ultravioleta.

Apo6s a digestdo do produto amplificado, na presenca do alelo normal (C), a
endonuclease de restricdo reconhece dois sitios de clivagem, apresentando trés fragmentos
de tamanhos de 147pb, 132pb e 129pb. Na presenca do alelo mutado (T) houve a perda de
um sitio de clivagem para a endonuclease de restri¢do, sendo visualizados apenas 2
fragmentos: um de 279pb e outro de 129pb. Assim, amostras heterozigotas (CT)
apresentam 4 fragmentos de tamanhos de 279pb, 147pb, 132pb e 129pb (Figura 8).
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— 279 pb

—> 147 pb

— 132 pb
— 129 pb

Figura 8 Analise de restricdo para polimorfismo C1797T no gene da ADAMTSI3

(M=marcador).

5.3.2.2- Mutagao 4006C/T (Argl336Trp)

Para a identificagdo da mutacdo C4006T, localizada no éxon 28 do gene da
ADAMTSI13, foi realizada uma reacdo de amplificagdo para um volume final de 30uL
contendo 0,5ug de DNA genomico, ImM de cada deoxinucleotideo trifosfato (dntps:
dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 3 uL de tampdo da enzima polimerase (10 mM Tris pH 8.5),
1,2 mM MgCly, 0,3 uM de cada “primer” (sense: 5'-
ACGGCTCCCTGGCTGTGAGTTGTCC -3" e anti-sense: (5'-
GGGTCCCCTAGCCCTGCACGCCC -3') e 2 unidades da enzima Tag DNA polimerase
(Invitrogen). As reacdes foram submetidas a condi¢cdes de ciclos pré-determinadas: 96°C
por 5 minutos para desnaturacgdo inicial do DNA, seguida por 35 ciclos com 40 segundos a
96°C, 40 segundos para anelamento dos “primers” a 55°C, e 1 minuto para extensdo do

DNA complementar a 72°C.
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Em seguida, foi realizada uma reagao para um volume final de 15uL, contendo
6uL do produto amplificado de 340pb, 1,5mM de Tris-HCI (pH = 7.4), 0,2uL. de BSA, e
3U da endonuclease de restricdo Nla III (MBI Fermentas, Lituania). Esta reagdo foi
incubada por 16 horas, em banho-maria a 37°C. Da mesma forma, em seguida a digestdo, o
produto digerido ¢ observado através de eletroforese em gel de agarose a 4%, corados com

brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta.

Apo6s a digestdo do produto amplificado, na presenca do alelo normal (C), a
endonuclease de restricdo reconhece trés sitios de clivagem, apresentando quatro
fragmentos de tamanhos 135pb, 93pb e 58pb e 54pb. Na presenca do alelo mutado (T)
houve o ganho de um sitio de clivagem para a endonuclease de restricdo, sendo
visualizados cinco fragmentos, de 104pb, 93pb, 58pb, 54pb e 31pb. Assim, amostras
heterozigotas (CT) apresentam seis fragmentos de tamanhos 135pb, 104pb, 93pb, 58pb,
54pb e 31pb (Figura 9).

— 135pb
— 93pb

—58pb
—54pb

Figura 9- Andlise de restricdo para mutacao C4006T no gene da ADAMTSI3

(M=marcador).
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5.3.2.3- Polimorfismo A4751G (Tyr1584Cys)

Para a identificagdo do polimorfismo A4751G, localizado no éxon 28 do gene
do FvW foi realizada metodologia conforme descrita por Bowen&Collins, (2004). Uma
reacdo de amplificagdo para um volume final de 30uL contendo 0,5ug de DNA gendmico,
ImM de cada deoxinucleotideo trifosfato (dntps: dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 3 uL de
tampao da enzima polimerase (10 mM Tris pH 8.5), 1,2 mM MgCl,, 0,3 uM de cada
“primer” (sense: 5'-AACTCCATGGTTCTGGATGTGGCGTTC -3') e (anti-sense:
5'-AAGCCAGGATTAGAACCCGAGTCG -3") e 2 unidades da enzima Tag DNA
polimerase (Invitogen). As reagdes foram submetidas a condigdes de ciclos
pré-determinadas: 96°C por 5 minutos para desnaturagdo inicial do DNA, seguida por 35
ciclos com 40 segundos a 96°C, 40 segundos para anelamento dos “primers” a 55°C, e 1

minuto para extensdo do DNA complementar a 72°C.

Em seguida, foi realizada uma reac¢ao para um volume final de 15uL, contendo
6ulL do produto amplificado de 682pb, 1,5mM de Tris-HCI (pH = 7.4), 0,2ul de BSA, ¢
3U da endonuclease de restricdo KpN [ (MBI Fermentas, Litudnia). Esta reagdo foi
incubada por 16 horas, em banho-maria a 37°C. Apos a digestdo enzimadtica, o produto
digerido ¢ observado através de eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo

de etideo e visualizados sob luz ultravioleta.

Apo6s a digestdo do produto amplificado, na presenca do alelo normal (A), a
endonuclease de restricdo reconhece um sitio de clivagem, apresentando dois fragmentos de
tamanhos 406pb e 276pb. Na presenga do alelo mutado (G) houve a perda do sitio de
clivagem para a endonuclease de restricdo, sendo visualizado apenas um fragmento de
682pb. Assim, amostras heterozigotas (AG) apresentam trés fragmentos de tamanhos

682pb, 406pb e 276pb (Figura 10).
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M AA AG

Figura 10- Andlise de restricdo para o polimorfismo A4751G no gene do FvW

(M=marcador).

5.4- Analise estatistica

Para descrever o perfil dos grupos estudados foram feitas tabelas das
freqiiéncias das varidveis categdricas. As variaveis continuas foram descritas como

mediana, valores maximo e minimo.

Para comparar as varidveis continuas foi usado o teste de Mann Whitney. As

varidveis fatoriais foram comparadas pelo teste exato de Fisher.

Para estudo da distribuicdo genotipica dos polimorfismos foi utilizado o

equilibrio de Hardy-Weinberg e realizado o calculo do tamanho amostral.

O célculo do risco de TVP associado aos polimorfismos foi determinado

através do odds ratio (OR).

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja,
p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa computacional

R Development Core Team (2007), versao 2.7.0.
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6- RESULTADOS
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6.1- Caracteristicas clinicas

Foram incluidos 174 pacientes com TVP, sendo 53 (30,5%) do sexo masculino
e 121 (69,5%) do sexo feminino. O grupo controle foi composto por 173 individuos, 52

(30,1%) do sexo masculino e 121 (69,9%) do sexo feminino.

A tabela 1 apresenta os dados relativos a mediana da idade, sexo e etnia dos

pacientes e grupo controle.

Tabela 1- Caracteristicas clinicas dos pacientes com TVP e do grupo controle.

Pacientes Controles p*
N=174 N=173

Sexo
Masculino/Feminino 53/121 52/121 1
Idade
Mediana (minimo-maximo) 36 (18 - 68) 35 (18 - 68) 0,56
Etnia
Caucasoéide 100 (57,5%) 99 (57,2%)
Miscigenado 41 (23,5%) 44 (25,4%) 0,88
Negroéide 33 (19%) 30 (17,4%)

*Teste exato de Fisher foi usado para varidveis fatoriais e o teste de Mann-Whitney para varidveis continuas

na comparag@o entre os grupos de pacientes com TVP e controles.

Analisando a varidvel sexo nos pacientes e controles estudados, observamos um
predominio de individuos do sexo feminino. Com relag¢do a etnia, notamos um predominio
de individuos caucaséides. Como os grupos foram emparelhados quanto a sexo, idade e
etnia, ndo houve diferenca significativa nesses parametros na comparacao entre paciente e

controles.

6.2- Dosagens plasmaticas

A tabela 2 mostra os resultados da mediana, minimo e maximo de FVIII:C,

FVIII:Ag e FvW:Ag, nos pacientes e controles.
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Tabela 2- Comparacdo das dosagens plasmdticas de fatores da coagulagcdo entre o grupo

controle e o grupo de pacientes com TVP.

Pacientes (n =174) Controles (n =173) p*
FVIII:C < 0,001
Mediana (minimo-maximo) 203,7 (69,5 -510,1) 127 (50 — 324,9)
FVIII:Ag < 0,001
Mediana (minimo-maximo) 109,6 (45,6 — 332,5) 82,4 (32,2 -338.5)
FvW:Ag < 0,001
Mediana (minimo-maximo) 154,2 (40,7 — 400) 108 (46,5 -219)

* Teste de Mann-Whitney foi usado para comparagdo das varidveis entre os grupos de controles e pacientes.

A andlise dos fatores de coagulacdo mostrou que o grupo de pacientes
apresentou niveis plasmaticos significantemente maiores dos 3 fatores estudados, quando

comparados com o grupo controle.

6.3- Analise das alterac6es moleculares

Neste estudo foram determinados um polimorfismo (C1852G) e uma mutacao
(C4006T) no gene da ADAMTSI13, que alguns pesquisadores demonstraram estar
relacionados com secregdo e atividade reduzidas da ADAMTS13. Também foi incluida a
andlise do polimorfismo C1797T, ainda ndo descrito na literatura, identificado durante a

andlise do polimorfismo C1852G pela técnica de SSCP.

No gene do FvW foi avaliado o polimorfismo A4751G, que alguns

pesquisadores demonstraram estar relacionado com niveis plasméticos diminuidos de FvW.

Posteriormente, a casuistica para o polimorfismo A4751G no gene do FvW e
para o polimorfismo C1797T no gene da ADAMTSI13 foi estendida em ambos os grupos,
seguindo os mesmos critérios de inclusdo e exclusdo. A tabela 3 mostra o nimero de

individuos analisados em cada um dos grupos para cada alteracdo molecular.
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Tabela 3- Participantes do estudo molecular.

Alteracao molecular Pacientes com TVP Controles
ADAMTSI13 - C1852G 173 170
ADAMTSI13 - C1797T 435 580
ADAMTSI13 - C4006T 173 170
FvW — A4751G 435 580

A distribui¢cao dos gendtipos para os trés polimorfismos analisados estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg. O cédlculo do tamanho amostral revelou que o numero de
individuos incluidos ndo foi adequado. O niimero minimo necessdrio com poder estatistico
de determinar uma diferenca entre os grupos analisados, com um erro de 20% para os
polimorfismos A4751G e C1797T era de 18471 individuos, e para o polimorfismo C1852G
era de 4569 individuos.

A tabela 4 mostra as caracteristicas clinicas dos grupos de pacientes e controles,
em que foram incluidos um maior nimero de individuos, para andlise do polimorfismo

C1797T no gene da ADAMTSI13 e do polimorfismo A4751G no gene do FvW.

Tabela 4- Caracteristicas dos pacientes e controles analisados quanto aos polimorfismos

C1797T no gene da ADAMTS13 e A4751G no gene do FvW.

Pacientes Controles
N =435 N =580

Sexo
Masculino/Feminino 35,8% 1 64,2% 29,3% [ 70,7%
Idade
Mediana (minimo-maximo) 37 (18 - 70) 35(18-70)
Etnia
Caucasoide 61,7% 73,2%
Miscigenado 18% 14,1%
Negroéide 20,3% 12,7%
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A tabela 5 apresenta a prevaléncia dos genétipos para cada polimorfismo nos

grupos de pacientes e controles.

Tabela 5- Prevaléncia dos polimorfismos/mutag¢do no grupo controle e no grupo TVP.

Pacientes Controles p* OR (IC95 %)
FvW A4751G
AA 433 (99,5%) 574 (99%) 0,478 0,44 (0,04 - 2,49)
AG 2 (0,5%) 6 (1%)
GG 0 (0%) 0 (0%)
AD13 - C1852G
CcC 165 (95,38%) 163 (95,86%) 1 1,12 (0,35 -3,73)
CG 8 (4,62%) 7 (4,14%)
GG 0 (0%) 0 (0%)
AD13 - C1797T
CC 429 (98,6%) 574 (99%) 0,771 1,34 (0,35 - 5,04)
CT 6 (1,4%) 6 (1%)
TT 0 (0%) 0 (0%)
AD13 - C4006T
CC 173 (100%) 170 (100%)
CT 0 (0%) 0 (0%)
TT 0 (0%) 0 (0%)

*Andlise estatistica pelo teste exato de Fisher.

Como pode ser observado, ndo houve diferenca significativa da prevaléncia das
alteracdes moleculares estudadas entre os grupos. Além disso, nenhuma associou-se ao

risco de trombose.

Como foi descrito que o polimorfismo A4751G estd relacionado a niveis
diminuidos de FvW, avaliamos a correlacdo dos gendtipos com os niveis plasmaticos de
FvW, FVIII:Ag e FVIII:C. No grupo de pacientes e controles que fizeram as dosagens,
identificamos apenas 3 individuos heterozigotos, sendo estes todos do grupo controle.
Portanto, foi feita a comparacdo das medianas dos fatores da coagulacdo avaliados entre
estes 3 individuos e os outros 167 controles homozigotos normais. Os resultados estdao

apresentados na tabela 6.
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Tabela 6- Comparacdo dos gendtipos para polimorfismo FvW A4751G em relacdo as

dosagens plasmadticas do FvW, FVIII:Ag e FVIIL:C no grupo controle.

Fatores Controles AA (n = 167) Controles AG (n =3) P
Mediana (Min — Méx) Mediana (Min — Méx)

FvW:Ag 108,1 (46,5 —219) 75,3 (59,4 - 85,4) 0,07

FVIII:Ag 84,6 (32,3 - 338.5) 58 (56,2 - 63,2) 0,08

FVIII:C 127 (50 - 324,9) 81,4 (63,8 -102,8) 0,04

*Analise estatistica pelo teste de Mann-Whitney.

Os resultados mostraram uma correlacdo estatisticamente significante entre o
gendtipo AG e atividade plasmética diminuida de FVIII:C. Embora ndo estatisticamente
significativa, observou-se uma tendéncia de associacdo entre o gendtipo AG e niveis

plasméticos diminuidos de FVIII:Ag e FvW:Ag.

Como foi descrito que o polimorfismo C1852G estd relacionado a niveis
diminuidos de ADAMTSI13, avaliamos a correlacio dos gendtipos com o0s niveis
plasmdticos de FvW, FVIII:Ag e FVIIL:C em ambos os grupos estudados. Os resultados

estdo apresentados nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7- Comparacdo entre os gendtipos para o polimorfismo ADAMTS13 C1852G em

relagcdo as dosagens plasmdticas no grupo TVP.

Fatores TVP CC (n =165) TVP CG (n=38) P
Mediana (Min — Méx) Mediana (Min — Max)

FvW:Ag 149,5 (40,7 — 400) 162,7 (89,1 — 346,3) 0,27

FVIII:Ag 109,6 (45,6 — 332,5) 113,6 (85 —-141,4) 0,92

FVIII:C 202,1 (69,5 - 510,1) 214,8 (108,4 —441.4) 0,69

*Andlise estatistica pelo teste de Mann-Whitney.

A anélise estatistica ndo mostrou qualquer influéncia do polimorfismo C1852G

sobre os niveis plasmaticos de FvW:Ag, FVIII:Ag e FVIII:C nos individuos do grupo TVP.
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Tabela 8- Comparacdo entre os gendtipos para o polimorfismo ADAMTS13 C1852G em

relagcdo as dosagens plasmdticas no grupo controle.

Fatores Controles CC (n = 163) Controles CG (n =7) P
Mediana (Min — Max) Mediana (Min — Max)

FvW:Ag 106,2 (46,5 — 219) 144,6 (73,3 - 192) 0,07

FVIII:Ag 82 (32,3-338.5) 141,6 (76,2 - 163,2) 0,07

FVIII:C 126,9 (50 —324.9) 119 (77,1 - 184,7) 0,95

*Analise estatistica pelo teste de Mann-Whitney.

A andlise estatistica ndo mostrou influéncia significativa do polimorfismo
C1852G sobre os niveis plasmaticos de FvW:Ag, FVIII:Ag e FVIIL:C nos individuos do
grupo controle. No entanto, podemos observar que os controles com genétipo CG

mostraram uma tendéncia a niveis plasmaticos aumentados de FvW:Ag e FVIII:Ag.

No entanto, como o nimero de individuos heterozigotos foi muito pequeno em
ambos os grupos, fizemos uma andlise comparando as varidveis plasmaticas entre os 15
individuos heterozigotos (pacientes + controles) e os 328 individuos homozigotos normais

(pacientes + controles). Os resultados estdo apresentados na tabela 9.

Tabela 9- Comparacdo entre os gendtipos para o polimorfismo ADAMTS13 C1852G em

relac@o as dosagens plasmadticas (avaliacao dos 2 grupos juntos).

Fatores Controles CC (n = 328) Controles CG (n =15) P
Mediana (Min — Max) Mediana (Min — Max)

FvW:Ag 122,3 (40,7 — 400) 160,5 (73,3 — 346,3) 0,01

FVIII:Ag 98 (32,3 -338.,5) 116,6 (76,2 — 163,2) 0,05

FVII:C 157 (50 - 510,1) 179,3 (77,1 — 441,4) 0,40

*Analise estatistica pelo teste de Mann-Whitney.

Os resultados mostraram uma correlacdo estatisticamente significante entre o
gendtipo CG e niveis plasmaticos antigénicos elevados de FVIII e FvW, refor¢ando a
hipotese de que na andlise no grupo controle, as varidveis plasméticas FVIII:Ag e FvW:Ag
ndo alcangaram um valor estatisticamente significativo devido ao numero limitado de

individuos heterozigotos.

Resultados

54



Com relagdo ao polimorfismo C1797T no gene da ADAMTSI3, dos 12
individuos do grupo de pacientes com TVP e controles que eram heterozigotos, apenas um
paciente tinha dosagem plasmdtica dos fatores de coagulagcdo. Portanto, ndo foi possivel
fazer uma andlise da relagdo entre os gendtipos deste polimorfismo e a mediana das

dosagens plasmadticas dos fatores.
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7- DISCUSSAO
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O TEV é uma doenca multifatorial decorrente da interacdo dinadmica entre
fatores de risco genéticos e adquiridos. No entanto, em aproximadamente 30% dos
pacientes com TEV ndo se identifica nenhum fator desencadeante, fato que sugere a

presenca de mecanismos adicionais ainda desconhecidos na etiologia da doenca.

Virios estudos ja demonstraram que o aumento do nivel plasmatico de FVIII é
um fator de risco independente e prevalente para o TEV [Kraaijenhagen et al., 2000;
Mello, 2006]. Isso faz do FVIII e de outros componentes do sistema hemostético a ele

associado, candidatos interessantes a serem investigados em pacientes com TEV.

7.1- Caracteristicas clinicas

A andlise deste estudo requer que se ressalte a sele¢do dos pacientes incluidos.
Para que se obtivesse uma casuistica que permitisse uma andlise comparativa entre 0s
grupos, foram revisados os atendimentos no Ambulatério de Hemostasia do Hemocentro
pelo periodo dos ultimos 17 anos, pois os critérios de selecdo eram muito excludentes. Por
outro lado, um grupo tao selecionado pode favorecer a identificagdo de fatores de risco para

TVP ainda desconhecidos.

Nesta casuistica houve um predominio de mulheres, talvez pelo fato destas
estarem expostas a fatores de risco adicionais quando comparadas aos homens, tais como
gestacdo, puerpério, uso de ACH e TRH. Apesar da idade avancada ser um fator de risco
bem estabelecido para TVP, a casuistica deste estudo foi constituida principalmente por
individuos jovens, onde 70% apresentavam menos de 40 anos. Esses dados sugerem que
outros fatores de risco, hereditarios ou adquiridos, devem ter maior relevancia como fator

desencadeante dos episddios trombdticos nessa faixa etéria.

Com relag@o a etnia, observamos um predominio de individuos Caucaséides em
relacdo aos Afro-descendentes. No entanto, devido ao perfil miscigenado da populacdo
brasileira, isto pode ndo corresponder a verdade absoluta. Um estudo genético com
brasileiros demonstrou que 30% daqueles considerados como Caucasoides, pela cor da pele

apresentavam contribuicao africana no total de DNA mitocondrial [Alves et at., 2000].
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7.2- Dosagens plasmaticas

A dosagem antigénica foi a tnica forma de avaliagdo do FvW. Para o FVIII
foram realizadas as quantificacdes antigénica e funcional. Os métodos coagulométrico e
cromogénico sdo os dois métodos de afericdo funcional do FVIII. Alguns estudos que
confrontaram os métodos para a dosagem do FVIII observaram que estes mostraram alta

correlagdo entre si [O’Donnell ef al., 1997 ; Chandler et al., 2003].

De qualquer forma, o risco de evento trombdtico associado a niveis elevados de

FVIII ja estd bem estabalecido, independente do método de mensuragdo utilizado.

Os resultados obtidos com a andlise do FVIII e FvW revelaram que ambos
estavam significativamente aumentados neste grupo de pacientes com TVP. Este achado

refor¢a a importancia destes fatores da coagulacao na fisiopatologia do TEV.

Conforme descrito por outros autores, o aumento das concentragdes de FVIII
ndo foi secunddrio a uma reacdo de fase aguda, uma vez que todos os individuos
participantes deste estudo apresentavam valores normais de proteina C reativa, um

marcador importante para descartar um processo agudo [O’Donnel et al., 2000].

Além disso, o aumento de FVIII e FvW ndo parece ser decorrente de um
processo pOs-tromboético, uma vez que para a realizacdo da coleta de sangue foi respeitado

um tempo minimo de seis meses apds a trombose.

7.3- Avaliacao de polimorfismos e mutacoes

Durante os udltimos anos, um grande ndmero de estudos tem investigado
alteracdes moleculares no gene do FVIII em pacientes com niveis plasméticos elevados
deste fator. Apesar de terem sido descritos diversos polimorfismos e mutagdes neste gene,

nenhum deles se correlacionou com os niveis aumentados de FVIII [Viel et al., 2007].

Assim, neste estudo foram avaliados os genes do FvW e da ADAMTS13, uma
vez que alteragdes nos niveis plasmaticos destas duas proteinas, poderiam resultar, de

forma indireta, na alteracdo da concentracao plasmética do FVIIL.
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7.3.1- Polimorfismo no gene do FvW

O presente estudo foi o primeiro a analisar o polimorfismo A4751G no gene do
FvW em pacientes com TVP. Este polimorfismo foi escolhido para o estudo por estar
associado a niveis plasméticos diminuidos de FvW, e portanto, poderia ter relacdo com

niveis diminuidos de FVIII e, conseqiientemente, ter um efeito protetor para TVP.

Inicialmente, avaliamos a prevaléncia deste polimorfismo nos grupos de
pacientes e controles que haviam realizado a dosagem plasmatica do FVIII e FvW,
totalizando 343 individuos. Nesta casuistica, foi verificado que o genétipo AG
correlacionou-se apenas com concentracdes diminuidas de FVIII:C plasmatico. No entanto,
nao podemos descartar a possibilidade da associagdo deste polimorfismo com niveis
reduzidos de FVIII:Ag e FvW:Ag, uma vez que apenas 3 individuos apresentavam esse

polimorfismo, e em heterozigose.

Posteriormente, com o objetivo de identificar um maior ndmero de individuos
que apresentavam essa alteracdo, € que permitisse analisar alguma associagdo com o risco
de TVP, a casuistica foi aumentada em ambos os grupos estudados. Como esses novos
individuos ndo tinham as andlises plasmaticas de FVIII e FvW disponiveis, nao foi possivel
avaliar uma associagdo com o FVIII:Ag e FvW:Ag. A prevaléncia de individuos
heterozigotos no grupo controle foi de 1%, concordante com o descrito por

Davies et al. (2007).

O polimorfismo A4751G ja foi investigado em pacientes hemorragicos, tal
como individuos portadores da doenca de von Willebrand tipo 1, onde a prevaléncia de
individuos heterozigotos é muito maior aquela encontrada em controles normais, variando
entre 7 — 25% [O’Brien et al., 2003 ; Bowen et al., 2005 ; Hasemi et al., 2005]. A anéalise
deste polimorfismo em 374 pacientes com doenca trombdética arterial e 332 controles
sauddveis, mostrou uma prevaléncia de heterozigose semelhante entre os 2 grupos, de 0,5%

e 0,6%, respectivamente [Bongers et al., 2007].

Neste estudo, ndo foi observada diferenca na prevaléncia do polimorfismo
A4751G entre os grupos de pacientes e controles, mesmo com uma casuistica superior a

todos os estudos anteriores. Assim ndo foi possivel atribuir a ele um papel protetor para
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TVP. Mesmo assim o tamanho amostral € inferior ao necessario para uma conclusao
definitiva. Por outro lado, considerando a alta prevaléncia desse polimorfismo em pacientes
com doenca hemorrédgica, caso houvesse um efeito protetor para TVP, um estudo piloto

como o nosso poderia demonstrar essa tendéncia, fato que nao foi confirmado.

7.3.2- Polimorfismos no gene da ADAMTS13

Durante os ultimos anos, um grande nimero de estudos tem investigado o papel
de polimorfismos e mutagdes no gene da ADAMTSI3 na fisiopatologia da purpura
trombocitopénica trombdtica. Atualmente, ja estd bem definido que mutacdes no gene da
ADAMTSI13 sao responsdveis pela purpura trombocitop€nica tromboética hereditaria

[Schneppenheim et al., 2003 ; Veyradier et al., 2004 ; Rieger et al., 2006 ; Kokame, 2008].

Até o momento mais de 80 alteracdes genéticas, incluindo polimorfismos e
mutacdes foram identificadas no gene da ADAMTSI13, e algumas destas tém sido
associadas a reducdo na concentragcdo antigénica e atividade da ADAMTS13 no plasma,
levando a um estado pro-trombético [Kokame et al., 2002 ; Veyradier et al., 2004;
Schneppenheim et al., 2006]. A nossa hipdtese inicial era de que a presenca destas
alteracdes moleculares poderia estar associada a niveis aumentados de FvW e FVIII,

aumentando assim o risco de TVP.

A proposta inicial do nosso estudo era a andlise do polimorfismo C1852G
localizado no éxon 16 e da mutacdo C4006T localizada no éxon 28, do gene da
ADAMTSI13. Durante a determinagdo do polimorfismo C1852G pelo método de SSCP, foi
observada em uma das amostras analisadas a presenca de outro padrdo. O sequenciamento
mostrou que esse outro padrdo correspondia a alteracdo molecular C1797 T, ainda ndo
descrita na literatura, sendo a mesma incluida nesta andlise. Este € o primeiro estudo que

avaliou estas alteragdes moleculares em pacientes com TVP.

O polimorfismo C1852G e a mutacao C4006T foram selecionados pelo fato de
ambos estarem relacionados a niveis reduzidos de ADAMTSI13. O estudo de
Plaimauer et al., (2006) utilizando técnicas de mutagénese e expressdo em cultura de

células, demonstrou que a presenca do polimorfismo C1852G em homozigose provocava
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uma reducgdo dos niveis antigénicos e de atividade para 27% e 14% dos niveis normais,
respectivamente. A mutagdo C4006T revelou valores ainda menores, de 23% e 12%,

respectivamente.

Inicialmente avaliamos a prevaléncia dessas altera¢cdes moleculares nos grupos
de pacientes e controles que também tinham realizado as dosagens plasmaticas do FVIII e
FvW. Nesta casuistica, a mutagdo C4006T ndo foi detectada em nenhum dos pacientes e
controles. Este achado é concordante com a literatura, pois até o presente momento nenhum
estudo detectou esta muta¢do em individuos normais. Antoine et al. (2003) ao avaliarem a
prevaléncia dessa mutacdo em 115 controles normais, ndo identificaram nenhum alelo

mutado.

Também nosso estudo ndo mostrou diferenga na prevaléncia dos gendtipos do
polimorfismo C1852G entre os grupos estudados. A prevaléncia deste polimorfismo no
grupo controle foi de 4,11%, um valor muito abaixo do relatado no estudo de Antoine ef al.
(2003). Um fato que pode explicar esta discrepancia € que as alteragdes moleculares
relacionadas a alguns padroes diferentes observados no SSCP, ainda nao foram definidas
por seqiienciamento. Uma delas (PD2), parece corresponder a combinag¢do de um alelo
mutado para o polimofismo C1852G e a outra (PD3) a uma das alteracdes ainda ndo
definidas (ver figura 4). Assim, ainda estamos realizando o sequenciamento destas amostras

para confirmar essa hipotese.

Neste estudo também verificamos que ndo houve correlagdo entre os genétipos
do polimorfismo C1852G e as concentracdes plasmdticas dos fatores avaliados, tanto no
grupo de pacientes como no grupo controle. No entanto, ndo podemos descartar a
possibilidade de uma associacdo com niveis aumentados de FVIII:Ag e FvW:Ag, pois
houve uma tendéncia (p = 0.07) de correlacdo no grupo controle. Talvez a inclusdo de um
maior nimero de individuos pudesse evidenciar essa associacao, pois neste estudo apenas
foram identificados 7 individuos heterozigotos, fato que é corroborado pela andlise

conjunta de todos os individuos heterozigotos (pacientes + controles).

Outro ponto a ser considerado é que a populacdo de pacientes ndo parece ser o
grupo mais adequado para se demonstrar a influéncia do polimorfismo C1852G nas

dosagens antigénicas de FVIII e FvW. Estes individuos por serem portadores de uma
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doenca multifatorial, podem ser carreadores de outras alteracdes moleculares mais
relevantes que acabam mascarando o efeito do polimorfismo C1852G nas dosagens
plasméticas. Por outro lado, no grupo controle, considerado saudavel, a presenca do
polimorfismo C1852G pode evidenciar mais adequadamente suas conseqii€éncias sobre 0s

niveis plasmaticos de FVIII e FvW.

A alteracdo molecular C1797T foi definida como um polimorfismo, pois estava
presente em 1% dos controles e em 1,4% dos pacientes, € o mesmo ainda nao foi descrito

na literatura.

Como no grupo de pacientes e controles que tinham a dosagem do FVIII e
FvW, apenas um paciente apresentou o polimorfismo C1797T em heterozigose, ndo foi
possivel avaliar a correlagdo entre essas varidveis. No entanto, ndo podemos descartar a
possibilidade deste polimorfismo alterar os niveis plasmaticos destes fatores da coagulacao,

e somente a inclusdo de um maior ndmero de individuos possibilitaria uma conclusio.

Quanto a relagcdo entre esse polimorfismo e o risco de TVP, a mesma nao foi
demonstrada, pois ndo houve diferenca na sua prevaléncia entre os grupos de pacientes e

controles.

O fato da alteragdo dos niveis plasmaticos de fator VIII ser multigénica reforca
a necessidade de estudos adicionais envolvendo nao s6 o gene do FVIII, mas também
outros genes relacionados, com o intuito de elucidar a origem dos niveis aumentados desse
fator na TVP. Apesar de ndo termos encontrado nenhuma relacdo estatisticamente
significativa entre as alteracoes moleculares e o FVIII e o FvW, este dado contribuiu para o
conhecimento nessa drea. Além disso, indicios de uma relagdo entre o polimorfismo
C1852G e as concentragdes plasmaticas dos fatores avaliados sugere que a inclusao de um

maior numero de individuos pode ser interessante para uma conclusdo definitiva.

Também ndao demonstramos nenhum risco de TVP relacionado as alteragdes
moleculares nos genes do FvW e da ADAMTS13 incluidas neste estudo, sugerindo que as
mesmas nao devem estar relacionadas a alteragdes fenotipicas que pudessem agravar ou

proteger o TEV.
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8- CONCLUSOES

63



De acordo com os objetivos inicialmente propostos neste estudo, concluimos

que nesta casuistica analisada:

- Niveis plasmdticos aumentados de FVIII:C e FvW:Ag estdo associados ao

risco de TVP;

- Apesar do polimorfismo A4751G no gene do FvW, estar associado a

diminui¢do do FVIIL:C, ndo mostrou um efeito protetor para TVP;

- Apesar da tendéncia de associacdo entre o polimorfismo C1852G no gene da
ADAMTSI3 e aumento do FVII:Ag e FvW:Ag, esta hipétese somente
poderé ser confirmada com a inclusdo de um maior nimero de individuos no

estudo;

- Os polimorfismos C1852G e C1797T e a mutacdo C4006T no gene da
ADAMTSI13 nio sio fatores de risco para TVP.
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ANEXO 1

Questionario:
Nome do Voluntario:
HC: , Data de nascimento:
Idade: , Sexo:
Endereco:
Telefone:

Sofre de algumas destas doencas:

Hipertensao arterial:

Diabetes:

Hipo/Hipertireoidismo:

Doenca Renal:

Neoplasia:

Doenca Hepatica:

Doenca arterial coronariana:

Doenca infecciosa:

Doenca inflamatoria:

Sindrome do anticorpo antifosfolipidio:
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Outras ’

Historia de trombose venosa profunda na familia: Sim Nao

Grau de parentesco:

Esta fazendo uso de algum medicamento: Sim  Nao Qual (is)?

E tabagista? , E etilista?
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: “AVALIACAO DE MUTACOES E POLIMORFISMOS

NOS GENES DO FVW E DA ADAMTS13 E SUA CORRELACAO COM

OS NIVEIS PLASMATICOS DE FVIII E FVW EM PACIENTES COM
TROMBOSE VENOSA PROFUNDA”

Responsaveis pelo projeto: LUIS FERNANDO BITTAR SCKAYER

Profa. Dra. JOYCE M. ANNICHINO-BIZZACCHI

Eu, )
idade: , Data de Nascimento: ,
RG: , HC: ,

ResidenteRua/Av.:

Telefone:

Concordo em participar do presente estudo, apds estar absolutamente esclarecido (a) dos
propésitos do mesmo.

Trata-se de um estudo que pretende avaliar pardmetros da coagulacdo sangiiinea (fator VIII e
fator de von Willebrand) e alteracdes genéticas que podem influenciar estes pardmetros da
coagulagdo sangiiinea.

Deveremos coletar 9 mL de sangue periférico para as andlises laboratoriais necessarias. E
essencial que o senhor (a) tenha feito jejum de 8 horas antes de cada coleta para melhor

realizagdo dos exames.
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Eventualmente, o senhor(a) poderd ser reconvocado a comparecer ao hospital, para nova coleta
de material, com a finalidade de confirmar os resultados do exame.

Os riscos a que o senhor (a) estard sujeito ao participar da coleta sdo: hematoma (mancha roxa)
e/ou pequena dor no local da coleta do sangue.

Este estudo ndo oferecerd ao voluntario, outros riscos importantes.

O beneficio esperado na sua participacio seria a sua contribui¢do para melhor entendimento

desta doenca e conseqiientemente um tratamento mais eficaz para este tipo de doenca.

Outras informagdes:

1. Haverd reembolso de gastos com transporte, em conseqiiéncia de convocagdo para
comparecimento ao hospital, exclusivamente para a pesquisa.

2. O voluntario estard livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que inicialmente
tenha concordado em fazé-lo.

3. O voluntério poderd tirar todas as dividas que tiver, ou que aparecam durante o estudo, sobre
0 mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.

4. Todas as informacdes obtidas pelo estudo terdo um cardter sigiloso e confidencial e serdo
usadas apenas com a finalidade de divulgacdo e publicacdo cientifica, e sua identidade serd
sempre preservada.

5. A sua discordancia em participar do estudo ndo lhe trard nenhum prejuizo em qualquer outro
tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente em qualquer servico de nosso
hospital.

Qualquer tipo de queixa ou reclamacgdo relacionada a esta pesquisa o senhor(a) poderd entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP (Fone: (19)
3521.8936).

Campinas, / /

Assinatura do Voluntario
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Luis Fernando Sckayer Prof. Dra. Joyce M. Annichino-Bizzacchi

Tel: (19) 3521 - 8755 Tel: (19) 3521 - 8755

Gostariamos de saber se o senhor(a) concorda que o seu sangue possa ser armazenado, para que
em estudos futuros aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP,
ele possa ser utilizado novamente para continuarmos a fazer pesquisas relacionadas a distirbios

de coagulagao:

Assinatura do Voluntario
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