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Resumo




A cascata da coagulagiio sanguinea humana, em condigdes normais. € regulada por varios
mecanismos naturais de anticoagulagdo. Entre esses mecanismos esta a chamada Via da Proteina
C (PC) Aniicoagulante. A PC ¢ uma proteina hepatica dependente da vitamina K, que, quando
ativada, exerce uma potente atividade anticoagulante e pro-fibrinolitica. Os pacienies com
dcficiéncia de PC apresentam quadro clinico caracterizado por fendmenos tromboembolicos.

Apenas 2-5% dos pacientes com trombose venosa apresentam deficiéncia de PC.
Contudo, devido & importincia desse anticoagulante natural, a diminui¢io de sua concentragao,
mesmo que ainda dentro dos limites da normalidade, talvez possa ser um fator de risco a mais,
que contribua para a trombose nesses pacientes.

Recentemente foram descritos trés polimorfismos na regido promotora do gene da PC; um
polimorfismo C/T, na posigdo -1654 ¢ um polimorfismo A/G, : um polimorfismo na posi¢io -
1641 A/T, na posigao -1476 (REITSMA, 1993). A analise desses trés polimorfismos, em 24
familias normais da Holanda, demonstrou que os trés haplotipos mais frequentes eram CAA, CGT
e TAA, e representavam 88% dos casos. Segundo o0s autores 0s polimorfismos CGT e TAA
tinham relagdo com a concentragio da atividade plasmatica de PC, na quat o gendtipo CGT esta
-~ associado a um risco elevado de trombose venosa, uma vez que foi mais frequente nos individuos
com trombose (risco relativo associado a doenga de 1.9 ou OR de 1.9) frente ao gendtipo TAA
{OR de 1.6).

Neste trabaiho determinamos a freqiidncia destes 3 polimorfismos em trés grupos €tnicos
da populagdo brasileira (caucasoide, negroide e indigena), e em pacientes com trombose venosa
mas sem deficiéncia congénita de PC. Analisamos se em nossa populagao havia uma correlagdo
entre o gendtipo e a concentragdo da atividade de PC, ou se algum dos genotipos estava

associado ao risco de trombose.

=
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A populagio indigena foi constituida por 87 individuos. Observou-se¢ uma maior
freqiiéneia de homozigotos nos frés genotipos estudados (CC - 52,9%;, GG - 54% e AA -
70,1%), que também se manteve na analise considerando os trés genolipos, simultaneamente
(CC/GG/AA -21,8%). Tal resultado leva-nos crer que 08 indios brasileiros estudados no presente
trabalho ainda ndio sofreram forte influéncia da miscigenagdo, bastante comum em 108s0 pais.
Esse grupo indigena tem sua tribo em localizagdo razoavelmente isolada do convivio do homem
civilizado, o que resulta na pouca variagio gendmica (baixo fluxo génico).

A populagio de doadores caucasoide e negroide foi constituida por 216 homens e 50
mu'heres. A populagio caucasoide foi constituida por 188 individuos (147 homens ¢ 4t mulheres)
e a negroide por 78 individuos {69 homens e 9 mulheres). Quando esses grupos foram analisados
em conjunto, observou-se uma maior freqiiéncia de heterozigotos nos 3 polimorfismos (CT -
59,4% e AG - 59,4%; AT-70,7%). A analise conjunta dos 3 polimorfismos revelou uma
predominancia do gendtipo heterozigoto (CT/AG/AT - 27.4%). Isto sugere um elevado fluxo
génico, o que é esperado, visto a alta taxa de miscigenagdo em nossa popuiagdo.

A freqiiéncia dos polimorfismos na raga caucasodide foi CT-57%, AG-59%; ¢ AT-64%; e

" na raga negroide CT-65%, AG-60% e AT-77%. A conjugagio dos 3 polimorfismos mostrou que
na raca caucasdide houve predomindncia do genétipo CT/AG/AT (28,3%) assim como na raga
negroide (30,1%). Sendo que as populagdes caucasdide e negroide nio apresentaram diferenca
significativa.

A dosagem da atividade de PC na populagio de doadores variou de 70 a 150%, com uina
média de 102%. Contudo, ndo se evidenciou nenhuma relagdo entre os nivels de PC e os
genotipos, exceto para o polimorfismo A/T, conforme descrito na populagio holandesa. Também,
o gendtipo CC/GG/TT, associado a niveis diminuidos de PC naquela populacdo foi praticamente

nulo (menor que 1%) em nossa populagio de brasileira, ndo permitindo qualquer analise.
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A média da atividade de PC dos 2 genotipos mais frequentes (CT/AG/AT ¢ C C/AG/AT)
na populagio de doadores caucasoide ¢ holandesa foi semelhante (p=0,039).

Verificou-se nos doadores uma diferenca significativa nos niveis de PC no polimorfismo 3,
entre AA e AT com uma concentracio da atividade de 108% e 99% (p=0,015), respectivamente,
associada a homozigose CC, que também mostrou uma diferenga significativa entre CC/AA e
CC/AT com uma concentracio da atividade de 112.76% e 99.96% (p=0,004), respectivamente).
Isto poderia sugerir que o polimorfismo AT em homozigose para o C influencia na diferenga dos
niveis de PC, em relagiio ao polimorfismo 3. Como os resultados na populagdo helandesa sdo
opostos a0s nossos, pois aqueles individuos com o genotipo CC/AT exibem niveis de PC mais
elevados, ndo permitem que se faga qualquer afirmativa com seguranga.

Na populagio com trombose, houve predominéncia do sexo {feminino, sendo 35 homens e
88 mulheres. Quanto a raga, também houve uma predomindncia de individuos caucasdides
(n=108) sobre os negroides (n=13).

Verificou-se uma major freqiéncia de heterozigosidade dos 3 polimortismos
(CT-65,5%; AG-54% e AT-55,5%), assim como do genotipo heterozigoto (CT/AG/AT-21,1 %).

Mesmo quando os pacientes foram separados por raga, também verificou-s¢ um maior
indice de heterozigozidade, sendo CT-64%;e AG-52,3% e AT-54% no caucasoides e, CT-75%;
AG-66,7% e AT-77,7% nos negroides. Sendo que as populagdes caucasoide e negrolde ndo
apresentaram diferenga significativa.

O polimorfismo 2 em homozigose para o A foi significativamente mais frequente na
populagdo com trombose (46%), quando comparada a populagio de doadores (24.4%)
(p=0.005). Tais dados sugerem que o genotipo AA é um fator de risco para trombose (OR 1.93,

95% C1, 1.11 a 3.24). Contudo, em nossa populagio esse genotipo ndo esta associado a nivels
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Por outro lado, o haplotipo CGT, considerado um fator de tisco para trombose nos
pacientes holandeses, foi encontrado em apenas 1% dos nossos pacientes. Apesar de serem 2
populagdes diferentes, caso esse gendtipo fosse um fator de risco, esperariamos uma maior
freqUéncia em nossos pacientes, assim como verificamos wm aumento da prevaléncia de outras
alteracdes genéticas associadas a trombose, como o fator V de Leiden, a mutagdo da protrombina
e a mutagdo no gene da metilenotetrahidrofolatoredutase.

A fregiiéncia dos genotipos com maior e menor concentragio da atividade de PC ndo €
diferente entre doadores e pacientes com trombose, sugerindo que esses polimorfismos parecem
nio estar diretamente ligados ao risco de trombose.

Portanto, nossos resultados demostraram que em nossa populagdo, tanto de doadores
como de pacientes com trombose, esses 3 polimorfismos praticamenie ndo estdo associados com
os niveis de atividade plasmatica de PC.

Esses resultados mais uma vez ilustram a grande diversidade genética, nas populagdes
humanas, mesmo entre grupos étnicos semelhantes, apontando para a importancia de se anahsar

individualmente cada populagio, para que as conclusdes possam ser bem fundamentadas,
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A progressiva complexidade do sistema circulatorio dos organismos multicelulares foi
acompanhada pelo desenvolvimento paralelo de um mecanismo capaz de impedir a perda do
liquido circulante sob pressdo. Este mecanismo encontra sua mais completa ¢ complexa expressdo
nos mamiferos superiores, sendo denominado sistema hemostasico. S3o partes integrantes de tal
sistema os vasos sangiineos, os elementos figurados do sangue, as plaquetas e as substdncias
existentes no plasma em estado inativo, os fatores pro-coagulantes. Além desses fatores, que
poderiamos chamar de estritamente hemostaticos, colaboram no controle da hemorragia outros
fatores peri-vasculares locais. (REISTMA, ef al.; 1991)

O mecanismo normal da coagulagiio é absolutamente essencial 4 hemostasia. Para a methor
compreensio deste mecanismo, o estudo da sequiéncia dos acontecimentos que ocorrem quando
um pequeno vaso sanguineo ¢ lesado, tem sido abordado de modo experimental, utilizando para
isto diversos métodos: a microscopia eletronica, analises bioquimicas e nos (ltimos tempos
técnicas moleculares. (REISTMA et al.; 1993)

Toda teoria atual.da coagulagio, iniciada pelos trabalhos fundamentais de Morawitz no
inicio do século, baseia-se na demonstracio da existéncia no plasma, de substincias pro-
~ coagulantes que reagem entre si no decurso do processo da coagulagio. As substincias pro-
coagulantes existem ou como zimogenos, os quais sofrem ativagdo para se transformarem em
enzimas, ou entdo sio cofatores enzimaticos. A maioria destas substincias apresentam-se em
quantidades minimas no plasma.

Quando um vaso sangiineo sofre uma lesdo, os mecanismos hemostaticos  de
vasoconstrigio, adesdo ¢ agregagio plaquetaria e coagulagio do sangue 50 ativados no sentido
de controlar o extravasamento sangiiineo. Como resultado, um coagulo sanguineo é formado, nos
individuos normais. Durante o processo de hemostasia este coagulo sanguineo ¢ incorporado aos

tecidos que circundam a lesdo, ocorrendo a cicatrizagio, com restaurac@io do endotélio vascular.
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Especificamente, a coagulagiio sangiiinea tem por finalidade a formagdo de uma rede de filamentos
insoliveis de fibrina, estancando a hemorragia.

O mecanismo de coagulagio ¢ formado por uma seqiiéncia de transformagdes de
pré-enzimas em enzimas, onde cada fator (enzima), ao ser ativado, atua sobre o pProximo
precursor transformando-o em sua forma ativa. O resultado final é a formagio de fibrina. Esta
teoria seqilencial, ou em cascata da coagulagdo, foi proposta por McFARLANE (1964) e DAVIE

& RATNOFF (1964), de forma independente, e permanece inalterada até os dias de hoje.
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Li. A Coagulagio Sanguinea

A coagulagio ¢ desencadeada no momento em que fatores mativos transformam-se em
subsiincias ativas. com atividade enzimatica especifica, Esses fatores da coagulagio sio todos
proteinas que, em sua grande maioria, sio produzidas pelo figado {figura 1).

A ativagio da cascata sanguinea pode ser cfetuada por duas vias. A via intrinseca e
desencadeada atraves do contato dos fatores da coagulago sanguinea com superficies estranhas,
que ndo o endotélio vascular integro A outra via € a extrinseca, que ¢ ativada pelo lator tissular,
liberado de células e tecidos da area lesada. Ao contrane do que se pensava antigamente, sabe-se

hoje qué essas vias sao inter-relacionadas

Fiz | Cascara da coagulagdo Sangiiined

Contact

fibrinogen I—I' Fibrin monomer

1

H fibrin polimer | fibrinopeptides
m__-_ “ & * A+B

stable fibrin |
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A via- intrinseca iniciada pela ativagio dos fatores de contato (FXII, pré-calicreina
plasmatica e cininogénio de alto peso molecular) continua seu caminho através da seqiiéncia
enzimatica, até formar um complexo com forte atividade coagulante representada pelos fatores
ativados IX, FVIII, fator 3 plaquetario e Ca®'. Este complexo atua sobre o fator X (FX),
ativando-o (TUDDENHAM & COOQOPER, 1994).

O FX ativado (FXa) ¢ o produto final da atuagio das duas vias, visto que ¢ formado quando
o FVII, que inicia a via extrinseca da coagulagio, ¢ fixado e ativado pelo fator tissular.

O FXa forma um novo complexo junto ao FV, previamente ativado pela trombina, fator 3
plaquetario e calcio (Ca®"), para transformar a pro-trombina em trombina.

A trombina, enzima altamente proteolitica, degrada a molécula de fibrinogénio, rompendo-a
e liberando os fibrinopeptideos A e B, das cadeias peptidicas o e B, respectivamente. O mondmero
assim formado se polimeriza facilmente, formando o coagulo de fibrina solavel. Através de reagdo
de transamidagdo, o FXIII, previamente ativado pela trombina e Ca’', consolida o coagulo,
estabilizando-o (TUDDENHAM & COOPER, 1994).

Ao mesmo tempo em que estas substdncias pro-coagulantes sdo ativadas, os inibidores
fisiologicos da coagulagio, que também sdo proteases, formam complexos com os fatores
ativados, inibindo e modulando fisiologicamente a coagulagdo sanguinea. Os anticoagulantes
naturais mais importantes sfo a antitrombina I1I, a proteina C (PC), a proteina S e o inibidor da

via extrinseca da coagulacio (TUDDENHAM & COOPER, 1994).

Introducao 4



L2, Proteina C (PC)

A PC é um dos componentes do sistema de anticoagulagdo natural humano. Ela ¢ uma
serinoprotease, de produ¢dio hepatica, dependente da vitamina K, que inibe a coagulagio
sanguinea pela inativagdo dos fatores Va e VIlla (TUDDENHAM & COOPER, 1994).

Usualmente a PC circula como um zimogeno inativo (DAHLBACK ef al ; 1986) e ¢ ativada
na microcirculagio pela trombina, na presenga de um cofator endotelial, a trombomodulina
(ESMON, 1989) (DITTMAN & MAJARUS, 1990). A trombina cliva a cadeia pesada da PC em
uma Gnica ligagdo peptidica, entre Argl2 e Leul3 (KISIEL, 1979). Uma vez ativada, a PC modula
a degradagdo dos fatores V e VIII da coagulagdo, tendo a proteina S como cofator dessa reagao.
(BROEKMANS & BERTINA, 1985); (CONARD et al ; 1992); (DOLAN et al ; 1989).

Além da PC inativar {PCI}, os fatores Va e VIlla, ela também tem uma agdo pro-
fibrinolitica, inibindo o inibidor do ativador tissular do plasminogénio (SAKATA, ef al.; 1985).

A PC possue também um inibidor, que ¢ uma glicoproteina de cadeia simples (57kDa)
sintetizada pelo figado, que apresenta uma concentragdo plasmatica de 5 pg ml-1. O inibidor forma
um complexo molecular de 1:1 com a PC ativada, e neste processo o sitio ativo da PC ¢ clivado
(Arg 354-Ser 355), liberando um peptideo na porgdo C-terminal.

O PCI, também chamado de inibidor do ativador do plasminogénio tipo 3, inativa tanto o
ativador tissular do plasminogénio como a uroquinase, assim como a calicreina plasmatica e o
FXla. A sequéncia de aminoacidos do inibidor da PC apresenta homologia com outros inibidores
de serino-proteases, como a oj-antiquimotripsina, a oy-antitripsina, a antitrombina III e o

angiotensinogénio (SUZUKI ef al. 1987).
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L3 Estrutura ¢ Atividade Funcional da Proteina C

A PC humana ¢é sintetizada inicialmente no figado como uma molecula de cadeia simples
originaria de um gene de copia inica (FOSTER & DAVIE, 1984) (BECKEMAMN e o, 1985)
Com a remocio do dipeptideo Lys-Arg transforma-se numa molécula de cadeia dupla. A cadeia
leve, com peso aproximade de 25kDa contém o acido y-carboxiglutimico, que e Ca" dependente
e possibilita sua ligagio com os receptores de membrana, para que POSsa OCOTTET SUA ativagad.
Fambem na cadeia leve encontra-se o acide B-hidroxi-aspartico na posigio 71, de fungio ainda
nio esclarecida A cadeia pesada possue um peso aproximado de 4 1kDa ¢ esta ligada a cadeia leve
por pontes de dissulfetos (FOSTER & DAVIE, 1984), (BECKEMAMN er af.; 1985), (KISIEL,

1976). A figura 2 mostra a estrutura da PC

CADEIA PESADA

CADEIA LEVE . acido y-carboxiglutdmico

. acido B-hidroxi-aspartico

A PC humana plasmatica ¢ encontrada predominantemente sob a forma de cadeia dupla, e
apenas de 10 a 25% sob a forma de cadeia simples (HEEB & GRIFFIN: 1988), (GREFFE er ol

1980) A seqgiéncia completa de aminoacidos da PC de cadeia dupla ¢ preescrita atraves do seu
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cDNA (FD:STER. et al.; 1985), e comprova que o dimero é originario da proteina de cadeia
simples.

A cadeia leader da PC é composta por 42 aminoicidos, apresentando em sua sequéncia 2
regides distintas: a seqiiéncia pré (-42 até -25), que possue dominios hidrofobicos (-40 até -29), e
a seqiéncia pro (-24 até -1) com elementos conservados e uma seqiiéncia homologa comum a
todas as proteinas Gla que evidenciam carboxilagdo dependente da vitamina K.

Foster e colaboradores (1987a) mostraram que os elementos Arg -1 e Arg -4 do pro-

peptideo sdo importantes para a sua liberagdo. A sequéncia de clivagem Ala-Asn-Ser-Phe-Leu,

esté localizada na porgdo N-terminal, na qual,um dipeptideo, Lys-Arg, que liga Leu 155 ao Asp
158, € removido antes da liberagdo da endoprotease.

A estrutura secundaria da PC ¢ quase na sua totalidade semelhante aos fatores IX, X e VIL
A regido N-terminal compreende 37 aminoacidos incluindo os dominios Gla, ligados por hélice
anfipatica (38 até 46) a dois dominios do fator de crescimento.

Durante a biossintese da PC humana, dois processos ocorrem para que esta obtenha sua
funcionalidade. O primeiro ¢ a y-carboxilagéo de 9 residuos de acidos glutdmicos nas posigdes 6,
7,14, 16, 19, 20, 25, 26 e 29 da cadeia leve (BECKEMAMN te al, 1985), para que a mesma
possa se ligar ao Ca’’ e receptores de membrana (SUGO, er al.; 1985) e, consequentemente,
participe das atividades anticoagulantes (ZHANG, et al.; 1992). O processo de y-carboxilagdo da
PC tem sido analisado por mutagdo dirigida e expressdo in vitro (FOSTER et al.; 1987a) e os
elementos de -12 até -17 mostraram ser essenciais para que ocorra esta y-carboxilagdo. Uma PC
mutante que ndo apresente esta seqiiéncia perde sua atividade anticoagulante, O outro processo €
a P-hidroxilagdo, originando o acido eritro-P-hidroxi-aspartico, que também ¢é dependente de

célcio (DRAKENBERG er al.; 1983).
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L4,  Ativagdo da Proteina C

A incubagio da PC com a a-trombina humana resulta na sua ativagdo, em uma enzima com
atividade serinica-amidase. A eletroforese em gel SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate
polyacrilamide gel electroforesis), demonstrou que a PC ativada apresenta uma diminui¢do da
cadeia pesada de 41KDa para 40KDa, e nenhuma alteragdo na cadeia leve. A cadeia pesada da PC
humana possui o sitio ativo serinico, que lhe confere atividades proteoliticas e anticoagulantes.

A ativagiio da PC ¢ simples, ocorre pela clivagem do sitio de ligagio entre os peptideo Arg
169 e Leu 170 com a liberagio do dodecapeptideo da por¢iio amino-terminal da cadeia pesada
(KISIEL, 1979), o que explica a alteragdo de peso molecular verificada no gel de eletroforese. A
rapida ativagio da PC requer a formagio de um complexo de alta afinidade entre a trombina e a
trombomodulina. A trombomodulina ¢ um cofator celular que se liga as células endoteliais,
identificado por Esmon e Owen (1980; 1981, 1989). A formagdo do complexo aumenta a ativagdo
da PC em aproximadamente 20 mil vezes (DITTAMAN.; 1991, ESMON_; 1989, PARKINSON e/
al.; 1992).

A reagio de ativagio da PC é Ca"” dependente, que se liga ao fator de crescimento
epidermal da cadeia leve, induzindo uma mudanga conformacional, que altera o sitio de ativagao
da cadeia pesada (ESMON 1989). Fosfolipidios de membrana também aceleram o processo de
ativagdo da PC (ESMON ; 1993).

Experimentos empregando preparagdes homologas desta proteina, revelaram que o efeito
anticoagulante da PC é causado em parte pela inativagio do FVa. Esta reagiio de inativagao
envolve clivagens proteoliticas de polipeptideos especificos na cadeia do FVa. Este processo
também ¢ Ca'” dependente e requer a presenga de fosfolipidios. Posteriormente verificou-se que a

PC ativada também inibe o FVIIla (TUDDENHAM & COOPER, 1994).
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Estudos in vivo de PC podem fornecer importantes informagdes sobre doengas
tromboembolicas em geral, porém é necessario escolher um sistema homologo de proteinas, pois
cada espccie parece ler um modelo de ativagio particular de PC (TUDDENHAM & COOPER,
1994).

Os ultimos estudos, usando primatas como modelo, demonstraram que a ativagio da PC
pode ser usada como um agente efetivo antitrombotico (TAYLOR, ¢f al.; 1987), (GRUBBER, ¢f
al.; 1989, 1990, 1991). A infusdo de PC ativada nestes animais possue um efeito antitrombatico
pela prevengdo da deposigio de plaquetas e do aumento de fibrina.

A PC ativada gerada pelo complexo trombina/trombomodulina é uma serino-protease de alta
especificidade, que atua sobre os fatores.V e.VIIL. A clivagem do FVIII ocorre entre a Arg 336 e
Met 337 da cadeia pesada. O FVa ¢ inativado através da clivagem sequéncial dos sitios Arg 506 e
Arg 306. Os sitios de clivagem dos fatores V e VIII sio muito mais suceptiveis a PC apads terem
sido ativados pela trombina.

Walker (1980) mostrou que a presenga de proteina S acelera a velocidade de inativagio do
FVa pela PC. Este processo requer a presenca de fosfolipidios e ions Ca'?. Um estudo recente
. sobre cinética da inativagdo (SOLYMOSS ef al.; 1988), demonstrou que a proteina S tem apenas
uma pequena participagdo sobre a inativagio do F‘Va. Todavia, a proteina S anula o efeito protetor
do FXa. Isto sugere que o efeito fisiologico da proteina S é permitir a inativagdo do FVa pela PC
ativada, na presenga de FXa. Independente de seu mecanismo de agdio, a proteina S tem um
importante papel fisiologico como anticoagulante, uma vez que sua deficiéncia esta associada a
trombofilia clinica.

A infusdo de PC ativada em cdes acarreta um aumento da atividade fibrinolitica (COMP &
ESMON 1981). Estudos de cultura de células endotelias in vifro, as quais se adicionou PC ativada
mostraram a formagdo de complexos com o inibidor do ativador do plasminogénio tipo I, que

resultaram em sua neutralizagio.
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mostraram a formagio de complexos com o inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1. que

resultaram em sua neutralizagdo. (figura 3)

Figura 3 mostra esquematicamente a formagio da PC ativada e a inativagao dos fatores V e

VI atvados:

TROMBOMODULINA

TROMBINA
PROTEINA C PROTEINA C a
PROTEINA S + PL
INATIVACAO do FVa FVa
] ou
INATIVACAQ do FVilla 1 FWTlla
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L5 Clonagem e Caracterizagio dos Clones de cDNA da Proteina C

Parte do cDNA da PC humana foi obtido primeiramente por Foster e David (1984). A figura

4 mostra um mapa de restrigio do cDNA clonado por esses autores

Eoo BRI Pst | Sau 34 Sst ] Bam HI Pstl Eco BRI
S
|I i | AN I Q0000 | GO0 I 200 | LRI I 1200 | | 4K

Uma outra parte do cDNA foi obtido por Beckmann et al; (1983) O seqilenciamento
destes clones permitiu a determinagio da sequéncia de aminoacidos que compdem a PC humana, o
que até entiio nio havia sido possivel, devido a sua baixa concentragio plasmatica

A seqiéncia completa do cDNA da PC apresenta | 790bp compreendendo 73bp da regido 37
ndo codificante. 1383bp que codifica a proteina final com 461 aminoacidos, 294bp da regiio nio
codificante na porgao 37 e 38bp da sequéncia de poliadenilagao

A seqiiéncia feader da PC ¢ formada por 42 aminoacidos. sendo que 33 deles sio pephidens
codificantes que fazem parte do peptidec final (sequéncia pre) e 9 deles sio analogos a peptidens
de ligagdo, relacionados aos fatores dependentes da vitamina K (sequ encia pro)

A cadeia pesada apresenta 262 aminoacidos, enquanto que a cadeia leve 135, separadas pelo
dipeptiden Lys-Arg. A PC ativada & gerada pela remogio proteolitica de um peptideo de ativagao
composto por 12 aminoacidos, na porgao amino-terminal da cadeia pesada da PC. Isto ocorre pela

clivagem pela trombina da ligagao entre Arg 169 ¢ Leu 170 (TUDDENHAM & COOPER, 1994)
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composto por 12 aminoacidos, na porgiio amino-terminal da cadeia pesada da PC. Isto ocorre pela
clivagem pela trombina da ligagdo entre Arg 169 e Leu 170 (TUDDENHAM & COOPER, 1994).

Duas possibilidades de sitio de poliadenilagdo (poli (A)) -ATTAAA- estdo presentes na
posicdo 3° do gene da PC, gerando 68bp ou 294bp em 3°. Ambas as seqiiéncias -ATTAAA- estdo
localizadas 16bp e 9bp upstream. do sitio de adigdo de poli (A), respectivamente. Existem entao
dois mRNA, observados por Northern blot, com 1850 e 1650 nucleotideos (BECKMANN et al.;
1985). Ambos apresentam semelhante numero de clones isolados (FOSTER el af, 1985).

A localizagio do gene da PC no cromossomo 2 foi determinada por hibridizagdo de um
clone de cDNA com um painel de células somaticas hibridas de hamster e humanas (ROCCHI er
al.; 1986). Essa localizagdo foi confirmada posteriormente por Long ef al. (1988). A hibridizagdo

in situ permitiu a localizagdo do gene da PC no cromossomo 2 na regido: 2q14—q21 (KATO et

al.; 1988). Esta localizagio foi posteriormente restringida a regido:2q13—>q14 (PATRACCHINI

et al.; 1989)
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L6, Estrutura ¢ Expressdo do Gene da Proteing C
Clones gendmicos da PC de comprimento de 11Kb foram isolados por dois grupos de
pesquisadores (FOSTER ef @l 1983; PLUTZKY et al.;19806). Imctalmente, Foster ef af (1985),

detectaram somente & exons no gene da PC. O exon 9, que contém 387bp e esta localizado na

regido nio codificante 3, foi descrito posteriormente por PLUTZKY eral. em 1986, (Figura 5)

Figura 5 Mapa de restrigio da PC, destacando seus exons

5 ‘ i 3 4 l ‘ I 9 3
ac | Sac Sac Ba

Sac | Pvu 1l m Hl
Bam HI Sac | Bam HI | Sac 1

Pvu 11
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O tamanho dos exons ¢ variavel; o menor apresenta um tamacho de 25bp (exon 4) € o

maior de 587bp (exon 9). Similarmente, o tamanho dos infrons também € variavel, de 92bp

(intron 4) até 2668 (infron 6) (Tabela I).

Tabela Ia.  Tamanho, posigiio e dominios dos exons do gene da PC.

EXONS bp posi¢do dominios

1 53 - regido nfo codificante

2 70 -42 até -20 seqiiéncia leader

3 167 -19 até 37 SL e acido y-carboxiglutdmico
4 25 38 até 45 regido de conexdo (RC)

5 138 46 até 91 fator de crescimento epidermal
6 135 92 até 136 fator de crescimento epidermal
7 143 137 até 184 RC e sitio de ativagio

3 115 185 até 222 sitio catalitico

9 587 223 até 419 sitio catalitico

Tabela lb. Tamanho dos introns do gene da PC.

INTRONS bp INTRONS bp
1 1446 5 102
2 1263 6 2668
3 1462 7 873
4 92 8 1130

Os sitios de splicing, via de regra, sdo compostos pelos nucleotideos de consenso GT/AG e

ocorrem em posigio homologa aos introns dos genes dos fatores VII, IX ¢ X (YOSHITAKE ef

al.; 1985, O HARA ef al.; 1987, LEYTUS et al.; 1984). Por outro lado, a protrombina possue
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al.; 1985, O’ HARA et al.; 1987, LEYTUS e/ al.; 1984). Por outro lado, a protrombina possue
em posigdo homdloga & PC somente os exons 2, 3 e 4 (FURIE e FURIE 1988), apesar de sua
estreita relagiio evolutiva (PATTHY 1985).

A posigio dos introns no gene da PC, assim como os de outros genes de proteases vitamina
K dependentes, tem como fungdo, separar de forma funcional as seqiéncias codificantes, e
refletem a origem e historia desta familia multigénica. Todavia, a sequéncia dos infrons nao ¢
conservada, ndo havendo portanto homologia entre eles.

Uma seqiiéncia TATA box-like (AATATTT) esta presente entre a posigdo 34bp ¢ 26bp,
upstream do exon 1 da PC. O exon 1 possui 53bp, e sua localizagdo tem relagdo com o TATA
box assim como com a sequéncia consenso Py-C-A-Py-Py-Py-Py-Py do sitio de iniciagdo de
transcrigdo, descrita por Corden ef al (1980).

Dentro do infron 6 foram encontradas duas seqiéncias Afu, a primeira com 300bp e na
diregdo antisense (3°—5); a segunda, com homologia parcial a primeira, com aproximadamente
146bp e na orientagiio sense (5°—37). Tais seqiiéncias s3o conectadas por seqiiéncias repetidas de
18bp e 8bp, respectivamente, estando separadas por apenas 30bp dentro do infron. Ambas sédo
flanqueadas por seqiiéncias intrdnicas ricas em AT. O infron 6 possui ainda outras duas repetigdes
de aproximadamente 160bp, homologas em 93%, mas que ndo tem nenhuma semelhanga com
outras sequéncias repetidas.

A expressio da PC foi detectada por radioimunoensaio em cultura de células HepG2 (FAIR
& MARLAR ; 1986), ¢ em células humanas de figado (WION ef al.,; 1985). O resultado foi
confirmado através de clones isolados de ¢cDNA provenientes de uma biblioteca de clones de
cDNA de células de figado humano (e.g. BECKMANN ef al.; 1985). O mRNA da PC
compreende 0.03% do mRNA total do figado, de acordo com a concentragio plasmatica desta

proteina, ¢ em comparagdo com os niveis plasmaticos de protrombina. O nivel de mRNA de PC
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aumenta, de 30% para 50% do nivel adulto, em fetos humanos, entre 5 ¢ 10 semanas de gestagdo
(HASSAN et al. 1990).
Tanabe ef al. (1991) também descreveram a presenga de mRNA da PC, com 1.8kb em

células endotelias originarias de veia umbilical.
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L7.  Deficiéncia de Proteina C

O primeiro caso de deficiéncia de PC associado a recorréncia de trombose foi descrito por
Griffin ef al. (1981). Desde entiio, varios estudos confirmaram a associagio da deficiéncia de PC
com trombose venosa (revisio realizada por BROECKMANS & CORNAD 1988). A deficiéncia
de PC ¢ frequente (2%-5% em trombéticos), mas nem sempre hereditaria. Os casos de origem
genética possuem um modo de heranga autossdmica dominante com penetrancia incompleta e
expressividade variavel (SORIA, ef al; 1992). Heterozigotos podem apresentar tromboflebite
superficial, doenga trombdtica venosa e/ou embolismo pulmonar, que podem ocorrer sem a
presenga de um fator de risco. Uma manifestagdo mais rara ¢ a trombose arterial. Pacientes
homozigotos com deficiéncia de PC podem apresentar um quadro grave, a purpura fulminans,
que pode ocorrer logo apds o nascimento.

A deficiéncia hereditaria da PC pode ser classificada em dois tipos:

a) Defici¢ncia Tipo I, a mais comum, caracterizada pela diminuigio do antigeno e da

atividade de PC, secundaria a diminui¢io na sintese ou aumento de protedlise de PC. Nestes
 pacientes a atividade ¢ concentragiio antigénica de PC no plasma pode ser muito abaixo do limite

normal. A atividade normal de PC gira em torno de 72%-142%.

b) Deficiéncia Tipo II, na qual a atividade de PC no plasma estd muito abaixo dos

niveis de antigeno de PC. Tal situagio ocorre devido a sintese de moléculas anormais de PC, as

quais tem uma atividade reduzida.
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Ambos os tipos de deficiéncia apresentam sintomas clinicos e idade de manifestagéo
semelhantes e ndo sdo observadas variagdes nas concentragbes dos demais fatores de coagulagio
dependentes da vitamina-K.

A probabilidade de tromboembolismo em um paciente heterozigoto da deficiéncia de PC
aumenta com a idade. BROEKMANS (1985) demonstrou que cerca de 50% de todos os pacientes
tem pelo menos um episodio trombodtico antes dos 30 anos de idade, e 80% antes dos 40 anos.
Entretanto, nenhum paciente manifestou qualquer sintoma clinico antes dos 15 anos de idade.

A maioria dos pacientes deficientes em PC so heterozigotos e possuem atividade plasmatica
de PC entre 30 e 65%. Inicialmente acreditava-se que os estados em homozigose teriam niveis de
PC incompativeis com a vida. Contudo, recentemente tem sido relatados alguns casos
caracterizados por niveis antigémcos indetectaveis de PC, que cursam muitas vezes com quadro
grave de purpura fulminanis ou tromboses extensas.

A consangiinidade apresenta-se freqiientemente correlacionada a deficiéncia de PC em
homozigose (TUDDENHAM ef al.; 1989; MARLA et al.; 1989). Porém, duas situagdes fogem a
esta regra. Primeiramente, em algumas familias com pacientes homozigotos, nenhum parente
" manifesta sintomas Obvios de doenca trombdética. Em outra situago, pacientes homozigotos
somente apresentam sintomas tromboticos tardiamente, e muitas vezes, frustros. Tais situagdes
permanecen sem esclarecimento e talvez outras influéncias genéticas e/ou ambientais possam
explicar esses achados.

Portanto homozigose e deficiéncia grave de PC nfio sdo obrigatoriamente sindnimos. A
gravidade da deficiéncia de PC é dependente da natureza, tipo e localizagio da mutagio genética.

Ha uma grande dificuldade na obtengfio de dados confiaveis sobre incidéncia e prevaléncia
da deficiéncia de PC, tanto em pacientes com doengas trombéticas como na populagio em geral.
Isto ocorre devido a estudos incompletos, inadequada descrigdo da populagdo alvo, documentagdo

incompleta sobre a presenca de doenga trombotica ou pela falta de avaliagiio laboratorial.
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Isto ocorre devido a estudos incompletos, inadequada descrigdo da populagdo alvo, documentagéo
incompleta sobre a presenca de doenca trombdtica ou pela falta de avaliagdo laboratorial.

A prevaléncia da deficiéncia de PC em pacientes com doenga trombotica esta relacionada a
idade, e quanto mais jovem (antes dos 40 anos), maior a probabilidade de deficiéncia. Esta
probabilidade aumenta ainda mais quando os pacientes apresentam recorréncia do quadro
trombotico (revisio de DOLAN et al.; 1989).

Gladson ef al. (1988) descreveram que a prevaléncia de heterozigotos deficientes em PC do
tipo I é de 4% em um grupo de pacientes jovens nio relacionados com trombose venosa; e de 12
% em pacientes com trombose recorrente.

Através dos resultados de Broekmans et al. (1983b) e Gladson et al. (1988) estima-se que
os heterozigotos sintomaticos {clinicamente dominantes) ocorrem numa freqiiéncia entre 1/16000
e 1/36000 na populagio geral. Entretanto, essa estimativa foi obtida através da populagio de
pacientes com trombose venosa, e nio pode ser transferida para uma populagio assintomatica,
mas com deficiéncia de PC.

Miletich et al. (1987) verificaram que 1/60, dentro de uma amostra de 5422 adultos

~ doadores de sangue, apresentavam niveis de antigeno de PC no limite inferior da normalidade ou
compativel com a deficiéncia de PC tipo I (55 a 65% do nivel normal). Dentre esses doadores, 10
apresentavam atividade de PC entre 34 e 51%. A confirmagio de um padrdo de heranca
autossémico nos heterozigotos foi realizado pelo estudo de 4 familias, e uma frequéncia de 1/200
a 1/300 pode ser inferida. A presenca de individuos heterozigotos para PC dentro da populagdo
normal assintomatica € claramente aceita.

Bertina ef al. (1988) sugeriram que os dados observados por Miletich ez a/. (1987) refletem
a heterogeneidade clinica da deficiéncia de PC. Esta heterogeneidade foi confirmada por Bovill ez
al. (1989), que estudaram 184 membros de uma familia da Inglaterra com deficiéncia de PC e que

apresentavam uma elevada incidéncia de tromboembolismo venoso. A historia trombotica estava
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apresentavam uma elevada incidéncia de tromboembolismo venoso. A historia trombotica estava
presente em 13 dos 46 membros das familias com deficiéncia de PC, o que sugere que a
deficiéncia de PC em heterozigose é um fator de risco independente para trombose. Contudo, a
auséncia de doenga em muitos familiares deficientes em PC, sugerem que ouiros fatores interferem
em sua expressio clinica.

O estudo molecular do gene que codifica a PC podera esclarecer a respeito da
heterogenidade clinica observada nos pacientes com deficiéncia de PC sintomaticos ¢
assintomaticos. Por outro lado, pode ndo haver diferenca entre os espectros mutacionais € a
apresentagdo clinica da deficiéncia, o que indicaria o envolvimento de outros fatores (MILETICH

et al.; 1987, BERTINA et al.; 1988, BOVILL, ef al.; 1989).
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18 Genética Molecular da Deficiéncia de PC

Romeo ef al. {1987) estudou o DNA de 29 individuos, que apresentavam deficiéncia de PC
sem relagdo familiar aparente, com uma sonda de cDNA de PC e 8 enzimas de restrigio (RFLP).
Todos os casos, exceto um, foram classificados como deficientes em PC tipo I, e a maioria como
heterozigotos para a alteragio. Nephuma delegio ou rearranjo foi localizado. Entretanto, duas
variantes foram detectadas com as enzimas Bam HI e Pvu I respectivamente, em dois individuos
que eram heterozigotos para a deficiéncia do tipo 1. Verificou-se que as 2 mutagbes estavam

localizadas no exon 9. A mutagio detectada pela Bam HI é uma transversio TGG->TGC que

ocasiona a conversdo da Try 402 para uma Cys. A outra mutagdo € uma transigao CGA—TGA na
arginina Arg 306, levando a um coédom de terminagio (stop codon). Reitsma et al. (1990.; 1991)
verificaram que esta mutagio ocorreu também em 3 pacientes holandeses com deficiéncia tipo 1, e
que possuiam um ancestral comum 250 anos atras. Os alelos nesses pacientes estavam associados
a um fragmento de restri¢do raro, identificado pela Afsp 1, localizado no intron 8, € que parece ser
comum na populagio holandesa, e nfo uma mutagdo recorrente.

Grundy et al (1992d) estudaram 60 pacientes, ndo aparentados, de origem sueca, com
deficiéncia de PC do tipo I, por Southern blotting detectando a mutagdo Arg306—>Stop,
confirmada por seqiienciamento. Este exemplo quase que certamente resultou de uma mutagdo
recorrente, uma vez que o alelo ligado a doenga carrega o alelo com o polimorfismo de restriggo
detectado pela Msp 1. A probabilidade estimada de recorréncia da mutagéo ¢ a identificacdo nos
descendentes foram comparadas e favoreceram a hipotese de mutagio recorrente.

Matsuda ef al. (1988) relataram outra mutagio de dinucleotidios CpG no gene da PC: CGG
(Arg)>TGG (Trp) no codon 169, dentro do sitio de ativagdo pela trombina Arg-Leu. Esta

mutagio, conhecida como PC Tochigi, foi encontrada em pacientes japoneses com dupla
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heterozigose e deficiéncia grave de PC, no qual o outro alelo estava deletado, e o paciente
apresentava fendmenos tromboembolicos recorrentes. Uma mutagao semelhante em heterozigose
foi verificada em um paciente de origem britdnica, ndo aparentado, com 30% de atividade e 40%
de antigeno de PC (GRUNDY er al.;1989), o que ocasionou a primeira evidéncia de mutagio
recorrente para dinucleotideos CpG, como causa de deficiéncia de PC.

O mais completo estudo sobre pesquisa de alteragBes genéticas em pacientes com deficiéncia
de PC foi realizado por Reitsma ef al. (1991), que avaliaram um total de 40 portadores do tipo 1.
Quinze muta¢des diferentes foram encontradas, 6 das quais representaram 75% dos defeitos
observados. Estas 6 mutacdes envolvem os aminoéacidos: Phe 76; Cys 105; Arg 230; Ile 403; Gin
132 e Arg 306. Os cromossomos portadores da mutagio na Arg 230 possuem haplotipos idénticos
para polimorfismos de restrigio, o que sugere que essas mutagdes sdo idénticas em descendentes,
e nao mutagdes de novo.

Portanto, o espectro das mutagdes no gene da PC nfo parece ser ao acaso, uma vez que
uma grande maioria ocorre em dinucleotideos CpG, compativel com um modelo de desaminagio
mediado por metilagio da S-metilcitosina. Setenta e cinco porcento das 12 substituigdes
conhecidas de apenas um par de bases no exon 7 ocorreram em dinucleotideos CpG, e nenhuma
das 13 mutagdes de ponto descritas nos exons 5 e 6 estdo localizadas em dinucleotideos CpG. E
importante notar que a supressio de CpG é minima nas regides dos exons 4 a 6 do gene da PC.
Esta alta frequéncia de CpG ¢ indicativa de reduzida metilagio de citosina e consistente com a
auséncia de desamina¢io mediados por metilagdo (REITSMA ef al. 1993).

A predomindncia de mutagBes missense que ocasionam deficiéncia de PC € surpreendente, ¢
que sugere que essas mutagdes exercem um efeito deletério sobre a estabilidade e ndo sobre sua
fungio(TUDDENHAM & COOPER, 1994). Recentemente, tem sido descritas varias mutagdes de

ponto no gene da PC que estdio reunidos em uma base de dados, que ¢ atualizado anualmente.
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Varias destas mutagdes genéticas responsaveis pela deficiéncia homozigética de PC ja foram

caracterizadas (GRUNDY et al.;1991d, 1992¢; CONARD et al.; 1992). O primeiro caso relatado
foi de uma mutagio GCA—>GTA em homozigose, no qual o paciente acometido apresentava 5%
de atividade e 7% de antigeno de PC, sendo que tal mutagio levava a uma substituigio da Ala 259
por Val, proximo ao sitio ativo Asp 257 (GRUNDY e/ al., 1991 d). O aminoacido Ala-259 faz

parte de um tetrapeptideo, Ala-lle-Ala-Leu, altamente conservado entre os fatores dependentes da

vitamina-K. A troca desse aminoacido ocasiona mudangas conformacionais na regido o-helicoidal.
A importancia desse residuo é evidenciada por uma mutagdo andloga no gene do FIX entre
GCG—GTC (Ala-271-»>Val) adjacente ao sitio Asp 269, que resulta em hemofilia B grave.

Outra mutagdo associada a deficiéncia de PC em homozigose é uma transigio CCC—CTC,
que converte Pro 247 em Leu, descrita em um paciente com atividade e concentragao antigénica
de PC de 6% (GRUNDY et al., 1992¢). A Pro 247 est4 localizada no final de uma sequéncia de
43 aminoacidos que apresenta uma conformagio o-helicoidal. A remogdo da Pro altera a
conformacdo a-helicoidal a 10 aminoacidos do sitio ativo Asp 257 na porgfio N-terminal,
alterando de uma maneira importante a estrutura e fungio da PC. Uma vez que tanto a atividade
cﬁmo o antigeno de PC estio paralelamente diminuidos, qualquer efeito deletério na fungio da PC
deve ser secundaria & alteragiio em sua estrutura e estabilidade.

Conard et al. (1992) relataram 3 casos de deficiéncia de PC em homozigose, com inicio
tardio, secundarios a mutages missense, nos codons 168, 267 e 301, Estes pacientes somente
apresentaram fendmenos tromboembolicos na idade adulta (acima de 17 anos de idade) ¢ os niveis
de atividade e antigeno de PC encontravam-se entre 16 e 23% em relagfo aos valores
considerados normais. Uma das complicagSes frequentes descritas nestes pacientes foi a necrose

de pele quando do tratamento com anticoagulante oral.
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Yamamoto ef al.; (1992), descreveram o caso de um paciente, com niveis indetectiveis de
atividade e antigeno de PC e uma importante histéria de recorréncia de tromboembolismo desde
o0s 31 anos de idade, no qual ocorria a substituigiio da Gly-292 pela Ser, em homozigose.

Todos os exemplos descritos previamente confirmam, através do sequenciamento do DNA,
a existéncia de deficiéncia de PC em homozigose. O reconhecimento de formas recessivas ou
dominantes € muito importante para o aconselhamento genético pois, sem uma analise
fenotipo/gendtipo adequada, estas formas podem ser indistinguiveis. No caso da mutagio Ala 259,
os heterozigotos sdo clinicamente assintomdticos, apesar de apresentarem niveis de PC
caracteristicos de pacientes com a forma dominante da doenga, além de que os homozigotos
somente apresentam sintomas numa idade mais tardia.

Através de estudos moleculares que avaliaram os dominios de Ser da PC, em que os
aminoacidos foram substituidos de acordo com mutagSes descritas, pode-se inferir qual a
alteragiio proteica provocada por essas mutagdes. Geralmente as substituigdes de aminoacidos que
levam a deficiéncia do tipo ! caracterizam-se por intera¢des defeituosas do aminoacido mutante
com os aminoacidos vizinhos e ruptura do dobramento da proteina. Por outro lado, as
substituigdes que causam a deficiéncia do tipo II estdo confinadas a regides de importancia
funcional e nio afetam a interagio com os aminoacidos vizinhos.

Todas as mutagdes nonsense, as mutagdes na regido promotora, msergdes e delegdes estdo
associadas a deficiéncia tipo I. A maioria das mutagdes no tipo 1 e todas as no tipo 1l sdo
mutagdes missense. A maioria das mutagdes nos dominios Gla (exon 3) estdo associadas com o
tipo TI. Outras mutagdes no tipo I incluem aquelas na Arg 1 (sitio de clivagem do pro-peptideo),

Arg 169 (sitio de clivagem pela trombina), e His 211 (sitio ativo) (REITSMA et a/, 1993).
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Tsay et al. (1991) descreveram 2 substitui¢des de pares de bases que podem ser candidatos

a mutages de regulagfio. A primeira é uma transi¢iio A—G na posigio -32 dentro do TATA box,

€ & segunda € uma transigio C—T na posi¢do -10.
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L9.  Polimorfismos no Gene da Proteina C

Um polimorfismo genético, segundo a definigdo classica de Ford (1940), ¢ a ocorréncia, em
uma mesma localidade, de duas ou mais formas diferentes de uma base, em tais proporgdes que a
forma mais rara nio pode ser mantida meramente por mutagao recorrente.

A interpretagfio da alta freqiiéncia de polimorfismos genéticos detectados nas populagdes
tem sido um problema para a genética evolutiva e levou a formagio de varias correntes tedricas,
que procuram interpretar o significado evolutivo de tal variag#o.

Em Genética Humana, uma linha de investigagio surgiu buscando explicar a manutengio de
certos polimorfismos nas populagdes através da associaglio com certas caracteristicas fisiologicas,
inclusive com certas patologias. Desta forma, alguns polimorfismos seriam mantidos nas
populagBes por fazerem parte de sistemas multifatoriais, os quais influenciariam a suscetibilidade a
doengas niio mendelianas (VOGEL & MOTULSKI, 1986).

A primeira associagdo descrita entre polimorfismos humanos e doengas mendelianas foi
entre grupo sangiiineo A e clncer de estdmago (AIRD e cols., 1953). A partir dai houve uma
- grande proliferagio de pesquisas sobre associagdes entre doengas e grupos sanguineos do sistema
ABO.

Estudos da seqiiéncia da regifo codificadora do gene da PC revelaram a existéncia de duas
seqiiéncias polimérficas, nas populagdes caucasoides (FOSTER & DAVID 1984; FOSTER ef
al.;1985; BECKMANN ef al.; 1985, PLUTZKY ef al.; 1986). O priméiro polimorfismo € um
GAT/GAC, na posigio 7228, e codifica uma Asp 214 (FOSTER ef o/.; 1985, FOSTER & DAVID
1984;. REITSMA et al.; 1991).

O segundo polimorfismo é um TCG/TCT na posigdo 3342, e codifica uma Ser 99

(BECKMANN et al.; 1985, FOSTER et al.;.1985; REITSMA ef al.; 1991).
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Yammoto et al.; (1991c) descreveram 2 polimorfismos no gene da PC, na populacédo
japonesa. O primeiro é um polimorfismo CGC/CGT, localizado na posi¢io 3204 (Arg 87). O
segundo polimorfismo é um AAA/AAG, localizado na posi¢io 6181 (Lys 156). Lintel-Hekkert ez
al.; (1988) descreveram 2 polimorfismos localizados a 7kb da regifio 5” do gene da PC humana.

Mais tarde, foram estudadas familias com deficiéncia hereditaria de PC pelo método de
RFLP, buscando utilizar esses resultados como método alternativo para o diagnostico de
deficiéncia de PC assintomatica. O estudo da segregagdo do RFLP em deficiéncia de PC permitiu
identificar o alelo associado & patologia em 21 das 27 familias estudadas e permitiu ainda, a
identificaciio do portador assintomatico da deficiéncia de PC, que pela analise do nivel da PC
plasmatica seria normal (SORIA ef al.; 1992) .

Koenhen ef al.; (1989) descreveram um segundo polimorfismo de restrigdo, com a enzima
Mspl, localizado no infron 8 do gene da PC. O fragmento de 297bp, quando clivado pela enzima
de restri¢io, origina dois fragmentos, de 204 e 93 bp, sendo chamado de alelo A2. O alelo Al ndo
é clivado pela enzima de restrigdo. A frequéncia desses alelos ¢ de 0.01 ¢ 0.99 respectivamente,
dentro de uma amostra da populagiio caucasoide européia.

Recentemente foram descritos trés polimorfismos na regiio promotora do gene da PC: um
polimorfismo C/7 na posigio -1654, um polimorfismo AAG na posigio -1641 e um polimorfismo
A/T na posigio -1476 (REITSMA, 1993). A analise desses trés polimorfismos, em 24 familias
holandesas normais, demonstraram que os trés haplotipos mais frequentes eram CAA, CGT e
TAA, e representavam 88% dos casos. Segundo os autores, esses polimorfismos podem ser uteis
no estudo do comporatamento deste gene e também na forma de heranga beneficiando desta

maneira as familias deficientes em PC através do estudo familial,
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Posteriormente esses polimorfismos foram avaliados por Spek, et al.; (1995) em pacientes
com doenga tromboembolica, sem deficiéncia de PC. Verificou-se que havia uma relagéo entre a
concentragio de PC ¢ os genotipos CC/GG/TT do polimorfismo CGT e o TT/AA/AA do
polimorfismo TAA. A anilise também permitiu definir que o genotipo CC/GG/TT do
polimorfismo CGT era um fator de risco para trombose nessa populagdo estudada.

A relevancia encontrada na correlagiio entre provéveis genotipos da regido promotora do
gene da PC e os niveis de PC podem ser avaliados por diversos caminhos. Em primeiro, a
determinagio do gendtipo poderia afetar a afinidade com proteinas nucleares envolvidas na
regulagdo da transcrigio do gene da PC. Em segundo, os gendtipos destes polimorfismos podem
estar em desequilibrio de ligagdo com importantes sequéncias do gene da PC, o que desencadearia
a produgdio de uma PC mutante. Provavelmente o gendtipos da regido promotora do gene da PC
nio estio ligados a seqiéncias funcionais importantes do gene da PC, pois em amostras de

individuos saudaveis ndo ocorrem substituigdes importantes (REITSMA, 1993).
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II - Objetivo




Uma vez que até o presente momento os polimorfismos localizados na regido promotora da
proteina C, descritos recentemente por Reitsma et al. (1993), ainda nfio foram determinados na
populagio brasileira, que esses polimorfismos podem estar relacionados ao nivel plasmatico de

proteina C ¢ ao risco de trombose, 0s objetivos do presente trabalho foram:

1. Avaliar a freqiiéncia desses trés polimorfismos na regido promotora do gene da proteina C
em 3 grupos étnicos diferentes de uma populagdo brasileira.

2. Verificar se na populagio brasileira normal também ha uma correlago entre a concentragio
plasmatica de PC e o gendtipo CCGGTT e TTAAAA, conforme descrito na populagio
caucaséide holandesa.

3. Avaliar a frequéncia desses trés polimorfismos na regido promotora do gene da proteina C
em pacientes que apresentaram trombose venosa profunda (TVP) e/ou embolia pulmonar,

verificando se algum gendtipo pode ser considerado um fator de risco para trombose.
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III - Casuistica




IIL.1. Populacio Indigena

A populagio indigena estudada foi formada por 44 mulheres (50,6%) e 43 homens
(49,4%) perfazendo um total de 87 individuos distribuidos em 5 aldeias. A faixa etaria variou
de 11 a 70 anos, com uma média de 32.97anos, e um desvio padrio de 14.65.

Todas as amostras foram colhidas no proprio habitat selvagem de cada aldeia. Todas as
aldeias pertencem a uma mesma tribo de uma mesma regido do Estado do Para. A tabela 2 mostra
a populagdo indigena, de acordo com o sexo, idade ¢ a aldeia de origem (ANEXO 1). A tabela 3

a b e ¢ mostra um resumo de todos os dados descritos anteriormente.

Tabelas de Resumo 3 a, b ec:

a) Distribui¢do das caracteristicas na populagdo indigena em relagdo a sexo:

SEXO FEMININQ MASCULINO

FREQUENCIA 44 43

PORCENTAGEM 50,6% 49,4%

b) Distribui¢do da média e desvio padrdo na populagdo de indigena:

IDADE TOTAL

MEDIA 32,97%

DESVIO PADRAO 14,65%
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¢) Distribui¢do da tribo por aldeias na populagio indigena:

ALDEIA FREQUENCIA  PORCENTAGEM
MAROXEWARA 20 22.99%
PARANATINGA 21 24,14%

APITEREWA 01 1,15%
IGARAPE 23 26,44%
XINGU 22 25,29%
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I1L.2, Populagio Doadores

A populagio estudada foi composta por 50 mulheres (18.8%), sendo 41 (15,4%) da
raga caucasoide e 09 (3,4%) da raca negroide; e 216 homens (81,2%), sendo 147 (55,3%) da
raga caucasoide e 69 (25,9%) da raga negroide; perfazendo um total de 266 individuos adultos.
Portanto, quanto a raga obtivemos 188 individuos caucasOides (70,7%) ¢ 78 negroides
(29,3%). A faixa etaria na populagio geral variou de 18 a 64 anos, com uma média de 26,07
anos ¢ um desvio padrio de 11. Quando separados por raga, a populagio caucasbide
apresentou uma média de 35 anos (18-52), com um desvio padrido de 24,04. A populagéo
negréide apresentou uma idade média de 41 anos (18-64), com um desvio padrio de 32,53.

Dentre os participantes, 213 eram candidatos a doagio de sangue, do Setor de Coleta
da Divisdo de Hemoterapia do Hemocentro. Apds um convite para participar do trabaiho,
todos os individuos que aceitaram foram entrevistados, através de um questionario (ANEXO
2) que continha os antecedentes pessoais de tabagismo, trombose venosa ou arterial, infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral isquémico, diabetes, hipertensio arterial e uso de
"~ anticoncepeional oral. Os antecedentes familiares para doenga tromboembolica arterial ou
venosa, diabetes e hipertensdo arterial também foram pesquisados. O tnico critério de exclusao
para participagdo no trabalho foi o uso de antagonistas da vitamina K.

Os outros 53 participantes ja haviam colhido sangue anteriormente para um outro estudo
realizado pelo Laboratério de Hemostasia do Hemocentro da Unicamp, e pertenciam a mesma
area geografica dos doadores de sangue. Todos ja tinham respondido a um questiondrio
semelhante ao que os doadores de sangue preencheram durante a entrevista.

A tabela 4 mostra todos os dados descritos anteriormente (ANEXO 3). A tabela 5 a, b,

¢ e d mostra um resumo de todos os dados descritos anteriormente. A tabela 6.2 mostra um
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resumo da distribuigdo dos diversos fatores de risco na populagdo estudada. A tabela 6.b

apresenta um resumo dos antecedentes familiares da populacio estudada.

Tabelas de Resumo 5 a, b, c e d:

a) Distribuicio das caracteristicas na populagio de doadores em relagdo a sexo:
SEXO FEMININO MASCULINO
FREQUENCIA 50 216
PORCENTAGEM 18.8% 81.2%

b) Distribuicdo das caracteristicas na populagéo de doadores em relagdo a raga
RACA CAUCASOIDE NEGROIDE
FREQUENCIA 188 78
PORCENTAGEM 70.7% 29.3%

¢) Distribuigio das caracteristicas na populagdo de doadores em relagdo a sexo e raga:

FEMININO "MASCULINO TOTAL
CAUCASOIDE 41 (15.4%) 147 (55.3%) 188 (70.7%)
NEGROIDE 09 (3.4%) 69 (25.9%) 78 (29.3%)
50 (18,8%) 216 (81,2%) 266
d) Distribuigdo da média e desvio padréo na populagdo de doadores:
IDADE (18-64) CAUCAS()IDE (18-52) NEGROIDE (18-64) TOTAL
MEDIA 35 41 26,07
DESVIO PADRAO 24,04 32,53 11
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Tabela 6.a Distribuigio dos fatores de risco na populagio de doadores estudada, de acordo

com a resposta ao questionario empregado.

Nao Sim

DIABETES 256 10
DTV 266 0
™ 266 0
AVC 266 0

HA 231 35
TABAGISMO 194 72
ACO 50 0

DTV- doenga tromboembélica venosa  IM-infarto do miocardio
AVC-acidente vascular cerebral HA-hipertensao arterial

ACO-anti concepcional

Tabela 6.b Distribui¢io dos antecedentes familiares para os fatores de risco na populagio de

doadores estudada, de acordo com a resposta ao questionario einpregado.

Nio Sim
DIABETES 226 40
DTV 262 4
IM 247 19
AVC 244 22
HA 178 83
TABAGISMO ** **

DTV- doenga tromboembdlica venosa  IM-infarto do miocardio
AVC-acidente vascular cerebral HA-hipertensio arterial

**esta pergunta ndo foi respondida por vérios entrevistados com precisdo
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IIL3. Populagdo com Trombose

Os pacientes analisados no presente estudo sdo individuos portadores de doenga
tromboembolica acompanhados no ambulatério de Hematologia e Hemoterapia do Hospital de
Clinicas da UNICAMP no periodo de 1993-1997. Os pacientes procuraram o hospital
espontaneamente com doenga tromboebélica ou foram encaminhados de outros servigos médicos.

A amostra dos pacientes com trombose foi composta por 33 mulheres (72%) sendo 77
(63,2%) da raga caucasoides e 11 (8,8%) da raca negroide e 35 homens (28%) sendo 31 (24.8%)
da raga caucaséide e 04 (3,2%) da raga negroide, perfazendo um total de 123 individuos adultos.
A faixa etaria variou de 08 a 69 anos, com uma média de 36,1 anos e desvio padrdo de 43, 13.
Quanto a raga, 108 individuos eram caucasoides (88%), 15 negrdides (12%).

A clinica da doenca tromboembdlica foi caracterizada por trombose de membros inferior €
superior, direito e/ou esquerdo, embolia pulmonar, tromboflebite e acidente vascular cerebral.

Todos os participantes eram pacientes acompanhados no Ambulatorio de Hemostasia €
Hemoterapia do HEMOCENTRO/ UNICAMP e todos apresentavam dosagem de PC normal.

A tabela 7 apresenta um resumo das caracteristicas da populagiio trombética estudada.
(ANEXO 4). A tabela 8 a, b, ¢ & d mostra um resumo de todos os dados descritos anteriormente.
A tabela 9 a e b, resume as manifestagdes clinicas dos pacientes com trombose e fatores

etiologicos para este grupo, respectivamente.
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Tabela8. Distribuigdo das caracteristicas na populagdo com trombose em relacdo ao sexo

a, raga b, sexo e raga ¢ ¢ idade d:

a) Distribui¢iio das caracteristicas na populagdo com trombose em relagiio a sexo:
SEXO FEMININO MASCULINO
FREQUENCIA 88 35
PORCENTAGEM 12% 28%

b) Distribuico das caracteristicas na populagdo com trombose em relagdo a raga:
RACA CAUCASOIDE NEGROIDE
FREQUENCIA 108 15
PORCENTAGEM 81.25% 18.75%

¢) Distribuigio das caracteristicas na populacdo com trombose em relacdo a sexo e raga:

RACA /SEXO FEMININO MASCULINO TOTAL
CAUCASOIDE 77 (63.2%) 31 (24.8%) 108 (88%)
NEGROIDE 11 (8.8%) 04 (3.2%) 15 (12%)

88 (72%) 35 (28%)

d) Distribui¢io da média e desvio padrdo na populagéo com trombose:

IDADE (08-69) CAUCASOIDE NEGROIDE TOTAL
MEDIA 38,5 42,5 36.1
DESVIO PADRAO 43,13 26,16 43.13
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Tabela 9 a.  Frequéncia das manifestagdes clinicas dos pacientes com trombose:

TIPO N Frequéncia
TVP MSE 11 8§.9%
TVP MSD 12 10.0%
TVP MID 2 25.3%
TVP MIE 52 39.8%

TVPMIDcE 09 ’ 16.3%
TVP + VCR ¢l 1.1%
TROMBOFLEBITE 03 . 3.4%
TVP +EP 05 5.7%
AVCi+EP 02 2.3%
AVCi 04 4.6%
EP 02 2.3%
total 123 100%

TVP- trombose venosa prolunda
MSE- membro superior esquerdo
MSD- membro superior direito
MILD- membro inlerior dirgito
MIE- membro inlerior csquerdo
YCR- veia central da retina direila
EP -cmbolia pulmonar

AVC -acidente vascular cerebral
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Tabela 9 b. Frequéncia da deficiéncia de proteina S ou antitrombina Il, ou mutagbes

relacionadas a etiologia da trombose no grupo de pacientes estudados

Causa N Frequéncia
ACL 10 8,12%
FVL 06 4.88%

F lI- 06 heterozigolos 4,88%
DPS 08 heterozigotos 6,30%
AT-11 00 00
MTHFR-T 04 3.25%
IDIOPATICA 89 72.36%
total 123 100%

ACL- anticoagulante lapico

FVL- fator V de Leiden

F 11- mutagiio no gene da protrombina

DPS- deficiéncia de Protcina §

AT-HI- anti-trombina kil

MTHFR-T mctilenoteirahidrofolatoredutase-termolabil
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1V - Material e Métodos




IV.1. Coleta de Sangue

O sangue foi colhido pela manhd, com os doadores em repouso ¢ em jejum. Foram
coletados 20ml de sangue, em 4 tubos Vacufainer, utilizando-se o citrato de sodio 3,8% como

anticoagulante, na proporg¢do de 9:1.

Este sangue foi utilizado tanto para obtengdo do DNA, como para a determinagio da

atividade anticoagulante da proteina C.

IV.2. Extragdo de DNA de Sangue Periférico

O DNA foi isolado de células nucleadas a partir de 10 ml de sangue venoso coletado. O
plasma foi descartado, apds centrifugagio do sangue a 3000 rpm a 4°C, por 10 minutos. Para a
lise das hemacias adicionou-se NH4Cl 0.144M na proporgio de 0,5 vezes o volume de células.
“Apds 15 minutos & temperatura ambiente, a solugo foi centrifugada a 2.000rpm, a 4°C, por 20
minutos. Esta etapa foi repetida até a obtengfo de um precipitado nuclear de leucdcitos livre de

hemacias.

Os leucocitos foram dissolvidos em 10 ml de tampido TKM-1 (KCl 1M, EDTA 0,2M,
Tris/HC1 2M pH 7.6 MgClz 1M). A seguir acrescentou-se 125ul de Triton X-100 e apés
homogeneizagdo por inversdo, o material foi novamente centrifugado a 2.200 rpm por 10
minutos, & temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado em 5ml
de TKM1 e centrifugado novamente. Desta vez, o sedimento obtido foi ressuspenso em 0,8ml de

tampiio TKM2 (KCI 1M, EDTA 0.2M, Tris/HCI 2M pH 7.6, MgClz 1M, NaC! SM).
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Apos a adigiio de 50ul de SDS (Dodecil sulfato de sodio) a 10%, a suspensdo foi
homogeneizada e incubada em banho-maria a 55°C, por 30 minutos. Acrescentou-se entdo, 300t
de NaCl 5M, e apos mistura por inversdo, centrifugou-se a 12.000 rpm por 10 minutos.

Ao final, a camada superior contendo o DNA foi transferida para um tubo estéril de 15 ml.
Procedeu-se a extracdo de DNA, adicionando-se 10ml de fenol (redestilado e saturado em
Tris/Hel 0.2mM, pH 8.0, contendo 0.1% de hidroxiquinolina), cloroformio e alcool-iscamilico, na
proporgio de 25:24:1. Apo6s mistura por inversao, centrifugou-se a 12.000 rpm por 10 minutos.
O sobrenadante foi tranferido e novamente adicionou-se 1mi de cloroférmio/alcool-isoamilico
(24:1). Misturou-se por inversio e centrifugou-se a 12.000 rpm por 10 minutos.

Para a precipitagio do DNA foi utilizado etanol absoluto gelado na proporgéo de 2 vezes
o volume da fase aquosa, a temperatura ambiente. Esta mistura foi invertida diversas vezes até a
obtengdo do precipitado de DNA.

O DNA precipitado foi lavado em etanol gelado a 70%, para eliminar residuos de sal. O
DNA obtido foi ressuspenso em quantidade apropriada de TE (Tris pH 8,0 10mM, EDTA 0,1mM
pH 7,4) e a sua concentragio ¢ pureza foram determinadas em espectrofotdmetro, pela leitura

"das densidades opticas nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, em luz ultravioleta

(MANIATIS, ef al.; 1989).
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IV.3. Amplificagiio de DNA pela Reagio em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a determinagio dos 3 polimorfismos utilizou-se a técnica de amplificagio pela reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) (SAIKI et al, 1985), seguida da digestio com enzimas de
restrigio. A PCR foi realizada em um termo ciclador automatico de temperatura (Perkin Eimer-
Cetus, Cetus Corp, Boston, MA, USA).

Para a amplificagdio do DNA gendmico das amostras utilizou-se os primers descritos por

Spek et al, (1994) (Figura 6):

1: (-1696 a -1655)
5 ACATCTGTCAAGGGTTTTGCCCTCACCTCCCTCCCAGCTGGA-3

2: (-1683 a -1642)

5 ’-TTTTGCCCTCACCTCCCTCCCTGCTGGAT/CGGCQ&CCTTGGT—S ’

3: (-1470 a -1451)
5"-GGCGGGTCGTGGAGATACTG-3’

Os nucleotideos sublinhados na sequéncia dos primers ndo estdo presentes na sequéncia
normal. O segundo iniciador consiste de uma mistura (1:1) de 2 oligonucleotideos, um contendo
T e outro C na posigio -1654. A utilizagio desta mistura justifica-se pela presenga do
polimorfismo C/T na posigdo -1654, que poderia vir a prejudicar a identificagdo do polimorfismo

A/T na posigao -1476.
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Tabela 10. Posicionamento dos 3 polimorfismos no gene da PC e os primers utilizados para

sua determinagdo

Polimorfismo Posicio Primer
Ccr -1654 1-3
AG -1641 2-3
AT -1476 1-3/2-3

Foram realizadas reacdes entre os primers 1-3 € 2-3.

Os produtos de amplificagdo foram visualizado por eletroforese em gel de agarose 2%, em

tampdo de corrida TBE (Tns/acido borico/Acido etilenodiaminotetracetico-EDTA), ¢ eni2o

visualizados sob a luz ultravioleta apés coloragdo com brometo de etidio. Foram realizadas

reacdes de controle negativo (branco) e positivo (DNA amplificado para pesquisa do fator V de

Leiden).
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Figura 6. Posicionamento dos 3 polimorfismos no gene da PC e os primers utilizados para

sua determinagio

Polimorhsmao CFT

Primer | Primer 3
- — . —
- | 656 =1G55 -1470 <1451
[ a1bp l 205bp
polimorfismo C
-1654 polimorfismo T 246bp
Polimorfismo A/G Primer 2 Promer 3
S -
-8 o e =470 <1451
A0bp 193bp

1641 - polimorfismo G

pelimorfismo A 233bp
Polimorfismo AT
Primer | Primer 3
- 1696 1635 -1470 -1451
Primer 2 Primer 3
i e ——
-1683 -1642 -1470 -1431
221bp | 208bp I 25bp }

-1476bp - polimorfismo T

I
|
i polimorfismo A~ 246bp
‘ polimorfismo A 233bp
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RESUMO

246bp POLIMORFISMO A (AT) e C(CT)

233bp POLIMORFISMO A (AG)

- | 6% - 683 -1685 -{642 -1470 -1451

40bp POLIMORFISMO G (AG)
25hp POLIMORFISMO T (AT)

41bp POLIMORFISMO T (CT]

-1696/-1655 PRIMER 1
1683 -1642 PRIMER 2

-1470/-1451 PRIMER 3

" ERLER SITIO POLIMORFICO C/FT
B 641 SITIO POLIMORFICO A/G

B .17 siT10 POLIMORFICO AT
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Reagiio com os primers 1-3: 200ng de DNA gendmico, 10 mM Tris-HCl pH 8.5, ZmM
de MgCly; 1,0mM de cada desoxinueleotideo trifosfato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 0,3 pg de

cada iniciador: 10% de dimetilsulfomido e 1,5 U de Tag polimerase, para um volume final de

reagio de 30ul

Figura 7a:

94°C 12°C
7 40
s8°C 90" 10
40
3=ciclos

As amosiras foram desnaturadas inicialmente por 7 minutos a 94°C, e em seguida
submetidas a 35 ciclos de amplificagio com desnaturagio a 94°C por 40 segundos. hibridagdo a
58°C por 40 segundos e elongamento a 72°C por 90 segundos. Finalmente, realizou-se um ultimo

etapa de extensio a 72°C por 10 minutos.
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Reacio com o5 primers 2-3: 200ng de DNA gendmico, 10 mM Tris-HC1 pH 8.5; ZmM
de MeClz; 2.5mM de cada deoxi-nucleotideo trifosfato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 0.5ug de
cada iniciador. 15% de dimetilsulfoxido ¢ 1.5 U de Tag polimerase, para um volume final de

reacdo de 30ul

Figura 7 b.
94°C 72°C
G iy 407
S6°C L1 [N
- 40
35ciclos

As amostras foram desnaturadas inicialmente por 7 minutos & 94°C, e em seuuida
submetidas a 35 ciclos de amplificagho com desnaturagio a 94°C por 40 segundos, hibridagao a
56°C por 40 sepundos ¢ elongamento a 72°C por 90 segundos. Finalmente, realizou-se um ultima

etapa de extensdo a 72°C por 10 minutos
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IV.4.  Digestio dos produtos amplificados pela PCR

Seguida da realizagio da amplificagio em cadeia da polimerase, realizou-se a digestdo

com as enzimas de restrigio abaixo descritas (Tabela 11),

Tabela 11. Descrigio das enzimas utilizadas ¢ o tamanho dos fragmentos obtidos, em relagao

aos 3 polimorfismos estudados.

DIGESTAO TAMANHO (bp) POLIMORFISMO POSICAO
Bsr X1 246 C 1654
amplificagio P1-3 205/41 T
st X1 233 A -ledl
amphficagio P2-3 193/40 G
Fisa | 246 A -1476
amplificagio P13 22125 T
s | 233 A -1476
amplificagio P2-3 208/25 T
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Os produtos oblidos pela PCR foram digeridos com as enzimas Rsal ¢ BstXl, segundo os

procedimentos descrito a seguir:

Digestio com a enzima Rsal: 10pl do produto da PCR; 0.2pl de BSA, 2ul do Tampio
da enzima Rsal ¢ 3U de enzima Rsal, para um volume final de 23pl foram incubados por 14 horas
em hanho-maria a 37°C, Os resultados foram observados em gel de agarose 3%, em tampio de

cormida TBE 1X (fotos pg 47 e 48)

Digestio com a enzima BstXl: 10pl do produta da PCR, 0,5ul de BSA; 2pl do Tampio
da enzima BstX] ¢ 3U de BstX] para um volume final de 23pl permaneceram 2 horas em banho-

maria a 56°C. Os resultados foram obscrvados em gel de agarose a 3% em tampéo de corrida

TBE 1X (fotos pg 49 e 50).

Os produtos da digestio foram visualizado por eletroforese em gel de agarose 2%, em
tampdo de corrida TBE (Tris‘acido barico/Acido etilenodiaminotetracetico-EDTA), ¢ entao
visualizados sob a luz ultravioleta apos coloraghio com brometo de etidio. Foram realizadas
reagoes de controle negativo (branco) e positivo (DNA amplificado para pesquisa do fator ¥V de

Leiden). As folos a seguir mostram o gel de digestao:
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Populacdo de Doadores

LADDER
ccC GT ©€C TT ¢€C TT CT 100bp"

Polimarfismo

P
246 Iy
Pl
Populacdo com Trombose
LADDER
¢cc CC CT CT CC cCc CT 100bp
Polimorfismo
CT
—_300 bp
i:i : | — 20 T
= hp

* PHARMACYA
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Populacao de Doadores

LADDER
GG AG AG AG AA GG AG 100bp"

Polimarfismo

Al
233 bp
193 bp
Populacao com Trombose
LADDER
AG AG AG AG AG AG AA 100bp*
Polimorfismo
AG
ik I
233 by P
193 bp 2UHb b
* PHARMACYA
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Populacde de Doadores

LADDER
IT AT TT AT AA __AA TT 100be-
Polimorfismo e s | “
AT
ﬂj hp F e 2 uhp
208 bp i b
Popula¢dao com Trombose
LADDER
AT AT AT A AT AT AT 100bp*
Polimuorfismo N i G it ""‘""’““H s i s S
A'F I ' T - 3 . e el bl 5 . & ﬂ
233 bp 3001 b
208 b
0 b
* PHARMACYA
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Os polimorfismos foram determinados para cada amostra, com resultados obtidos pela

digestio da PCR com Bst XI ou Rsa 1. Os possiveis gendtipos, de acordo com 0s 3 polimorfismos

estudados, sio em numero de 27, e estdo listados na Tabela a segur:

Tabela 12. Possiveis genotipos a serem encontrados

AA CAG GG
CCIAA/AT CC/AG/AT CC/GG/AT AT
cc CCIAA/AA CCIAGIAA CCIGGIAA AA
CC/ANTT CCAGITT CC/GG/TT T
CT/AA/AT CT/AG/AT CT/GG/AT AT
cT CT/AA/AA CT/AGIAA CT/GG/AA AA
CT/AA/TT CT/AGITT CT/GG/TT T
TT/AAA TT/AG/AT TT/GG/AT AT
T TT/AA/AA TI/AGIAA TT/GGIAA AA
TI/AATT TT/AG/TT TTIGG/TT T
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IV.5.  Determinagio da Atividade Anticoagulante du Proteina C

Para determinagdo da atividade anticoagulante da proteina C, apos a coleta do sangue, o
plasma pobre em plaquetas foi separado por centrifugagdo a 4000 rpm, por 10 minutos, a
temperatura de 4°C. O plasma foi entfo aliquotado e conservado a -80°C.

Também foram utilizadas as amostras de plasma de 53 participantes que ja haviam colhido
sangue anteriormente para um outro estudo realizado pelo Laboratorio de Hemostasia do
Hemocentro da Unicamp. O plasma foi preparado da mesma maneira como descrito acima.

A atividade anticoagulante da Proteina C plasmatica foi determinada pelo método de
coagulagio (ESPANA. ef a/, 1986), utilizando-se o Kit da Dade® (BAXTER Diagnostics Inc.).

O kit é composto por:

¢ Plasma deficiente em proteina C, liofilizado, que apds a ressuspensdo em 2ml de H>O

estéril, foi utilizado nas diluigdes das amostras de plasma dos doadores,

o Proteina C “Standard”, liofilizada, que apds ressuspensio em 1ml de H,O estéril, foi

utilizada na realizag¢do da curva padriéo;

e Ativador da Proteina C, que foi reconstituido com 5ml do Tamp#o da Proteina C

(veneno de serpente: Agkistrodon Contortrix, Contortrix),

» Actin, fosfolipideo.

Material e Métodos 56



Realizagdo da Curva Padrdo:

A curva padrio foi preparada através de 3 pontos, .determinados pelo tempo de
coagulagio em segundos, de diluigdes com atividade de proteina C conhecida, obtidas pela
mistura da Proteina C Standard e do plasma deficiente em proteina C.

As diluigdes utilizadas foram 1:4, 1:8 e zero (somente o plasma deficiente em proteina C,
e portanto com atividade de 0%).

A atividade da proteina C standard vem definida pelo fabricante.

Os resultados foram plotados num papel milimetrado com % de atividade da proteina C na
axial-X € o tempo em segundos na axial-Y.

A amostra de plasma de cada doador foi descongelada em banho-maria a 37°C por alguns

minutos, e posteriormente diluida na proporg¢io de 1:8, com o plasma deficiente em proteina C.

Ensaio; 50 ul da amostra diluida
50 wl do Ativador da proteina C

50 pl de Actin

Apbs incubagiio por 4 minutos em banho-maria a 37°C, adicionou-se 50 i de Cloreto de
Calcio, acionando-se o cronometro. Apods homogeneizagiio lenta dentro do banho-maria,
observou-se a formagdo do coagulo. Nesse exato momento o tempo em segundos foi anotado. A
concentragio de proteina C foi encontrada pela localizagfio na axial X correspondente ao tempo

obtido com aquela amostra, na axial Y.
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1V.6. Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se 0 programa Sigmastat- Statistical
Analysis System - Version 1.01.

Qs grupos de variaveis com distribui¢io normal (analise feita pelo método de
Kolmogorov-Smirnov) foram analisados pelo teste <’t”” de Student para os dados pareados € ndo
pareados. Os grupos que ndo obedeciam ao padriio de distribui¢éo normal tiveram sua analise
realizada pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon.

A frequéncia alélica foi estimada pela contagem geénica. O teste de X’ foi utilizado para
comparar a distribuigio genotipica dos polimorfismos esperados, quando os alelos estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Para analisar a correlagdo entre duas varidveis quantitativas
distintas foi utilizado o coeficiente de correlagio de Pearson. Verificou-se quais variaveis
poderiam interferir com o0s niveis de proteina C através de uma analise de regressdo pelo
programa Tuckey. O risco de trombose (Odds Ratio) relacionado ao genotipo foi calculado pelo

Programa EPI6.
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V - Resultados




V.1. Andlise da Frequéncia dos Gendtipos para os 3 Polimorfismos

V.1.a.Populacdo Indigena

A anilise dos genotipos para os 3 polimorfismos (Tabelas 12 a, b e ¢) mostrou

sempre um maior nimero de homozigotos CC (52,9%), GG (54%) e AA (70,1%). A andlise das

frequéncias alélicas revelou que, nessa populagéo, em relagdo ao polimorfismo C/T, o nucleotideo

C ¢é o alelo mais frequente (0.74). Em relagfio ao polimorfismo A/G, o nucleotideo mais frequente

é o G (0.76), enquanto que no polimorfismo A/T, o nucleotideo A € o mais comum (0.85). A

comparagio das frequéncias alélicas observadas com as esperadas desta populagio, na tabela

abaixo, revelou que para os trés polimorfismos, os genotipos se distribuem de acordo com a lei de

Hardy ¢ Weinberg,

Tabela 13 a. Distribuigio dos gendtipos ¢ frequéncia alélica (FA) do polimorfismo CT (-1654)

na populagéo indigena:

Genétipo 1 N . FGO FA
CC 46 52.9% p=0.73
CT 36 41.4% =0.27
TT 05 5.7% ¢=0.03
87 100%
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Tabela 13 b. Distribui¢iio dos genotipos e freqiiéncia alélica (FA) do polimorfisimo AG (-1641)

na populagio indigena:

Gendtipo 2 N ¥GO FA
AA 03 3.4% p=0.24
AG 37 42.5% q=0.76
GG 47 54% ¢=0.03
87 99.9%

Tabela 13 ¢. Distribui¢io dos gendtipos e frequéncia alélica (FA)do polimorfismo AT (-1476)

na populagdo indigena:

Genétipo 3 N FGO FA
AA 61 70,1% p=0.85
AT 26 . 299% q=0.156
TT 00 0% 5=0.03
87 100%

A analise dos Genotipos dentro da nossa populagdo indigena mostrou 12
combinagtes diferentes, entre as 27 possiveis. Observa-se na tabela a seguir uma maior freqiiéncia

dos Genotipos CC/GG/AA, CC/AG/AA, CT/AG/AA e CT/GG/AA.
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Tabela 14 a. Gendtipos encontrados na populacio indigena.

Genotipos N Porcentagem
CC/AG/AA 14 16.1%
CC/GG/AA 19 21.8%
CT/AA/AA 03 3.4%
CT/AG/AA 11 12.6%
CT/GG/AA 10 11.5%
TT/AG/AA 01 1.1%
TT/GG/AA 03 3.4%
CC/AG/AT 07 8%
CC/GG/AT 06 6.9%
CT/AG/AT 04 4.6%
CT/GG/AT 08 9.2%
TT/GG/AT 01 1.1%
&7 100%
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V. 1.b. Populagéo de Doadores

A analise dos genotipos para os 3 polimorfismos na populagéo brasileira normal
(Tabelas 14 a, b e ¢) mostrou sempre um maior nimero de heterozigotos CT (59,4%), AG
(59,4%) e AT (70,7%).

A analise das frequéncias alélicas revelou que, nessa popula¢io, no caso do
polimorfismo C/T, a presenga do nucleotideo C € o alelo mais frequente (0.67). Em relagdo ao
polimorfismo A/G, o nucleotideo mais frequente é o A (0.61), enquanto que no polimorfismo
A/T, o nucleotideo A é o mais comum (0.60). A comparacgio das frequéncias alélicas observadas
com as esperadas nessa populagdo, revelou que, para os trés polimorfismos, os genotipos ndo se
distribuem de acordo com a lei de Hardy ¢ Weinberg, havendo um excesso de heterozigotos em

todas as situagdes (Tabela 15).

Tabela 15 a. Distribuigio dos genotipos e freqliéncia alélica (FA) do polimorfismo CT (-1654)

na populagio de doadores

Gendtipo 1 N - Porcentagem FA
CC 100 37,6% p=0.67
CT 158 59,4% q=0.33
TT 8 3% =0.02
266 100%
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Tabela 15 b. Distribuicio dos gendtipos e freqiiéncia alélica (FA) do polimorfismo AG (-1641)

na populagio de doadores

Genotipo 2 N Porcentagem FA
AA 83 31,2% p=0.61
AG 158 59,4% q=0.39
GG 25 8,9% 0=0.02
266 100%

Tabela 15 ¢. Distribuigo dos gendtipos e freqiiéncia alélica (FA) do polimorfismo AT (-1476)

na popula¢io de doadores

Gendétipo 3 N Porcentagem FA
AA 65 24,4% p=0.60
AT 188 70,7% q=0.40
TT 13 4,9% 6=0.02
266 100%

As tabelas 16, 17 e 18 mostram a frequiéncia dos trés gendtipos na populagdo de

doadores, de acordo com a raga.
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Tabela 16a. Freqiéncia dos gendtipos do polimorfismo CT na populagio de doadores separada

de acordo com o grupo racial

Genotipo 1 cC CT TT total
Caucasoide 77 (41%) 107 (57%) 4 (2%) 188
Negroide 23 (29%) 51 (65%) 4 (5%) 78
total 100 158 8 266

Tabela 16b. Freqiéncia dos gendtipos do polimorfismo AG na populagio de doadores separada

de acordo com o grupo racial

Genotipo 2 AA AG GG total
Caucasoide 61 (32%) 111 (59%) 16 (8%) 188
Negroide 22 (28%) 47 (60%) 9 (12%) 78
total 83 158 25 266

Tabela 16¢c. Freqiiéncia dos gendtipos do polimorfismo AT na populagio de doadores separada

de acordo com o grupo racial

Genétipo 3 AA AT TT total
Caucaséide 49 (26%) 128 (64%) 11 (6%) 188
Negroide 16 (20%) 60 (77%) 2 (3%) 78
total 65 188 13 266
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A anilise dos gendtipos dentro da populagdo de doadores mostrou 21 combinagdes

diferentes, entre as 27 possiveis. Observa-se uma maior freqiéncia dos genotipos CT/AG/AT,

CT/AA/AT e CC/AG/AT.

Tabela 17.  Genotipos encontrados populagio de doadores
Genétipos N Porcentagem
CC/AA/AA 11 4 1%
CC/AG/AA 16 6%
CC/GG/AA 01 0.37%
CT/AA/AA 12 4 5%
CT/AG/AA 19 7.1%
CT/GG/AA 05 1.8%
TT/AG/AA 01 0,37%
CC/AA/AT 21 7.8%
CC/AG/AT 39 14.6%
CC/GG/AT 09 3.2%
CT/AA/AT 38 14.2%
CT/AG/AT 71 26.6%
CT/GG/AT 04 1.5%
TT/AA/AT 01 0.37%
TT/AG/AT 03 1.12%
TT/GG/AT 02 0.7%
CC/AG/TT 01 0.37%
CC/GG/TT 02 0.7%
CT/AG/TT 07 2.5%
CT/GG/TT 02 0.7%
TT/AG/TT 01 0.37%
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As tabelas 18 a e b, mostram a distribuigio dos gendtipos dos polunorfismos
estudados, nas racas caucasdide e negroide, respectivamente. Nio houve diferenca

estatisticamente significativa na frequéncia dos genodtipos, de acordo com a raga. {p=0.43)

Tabela 18a. Gendtipos encontrados na populagdo caucasoide:

Genétipos N Porcentagem
CC/AA/AA i1 5.8%
CC/AG/AA 12 6.4%
CC/GG/AA 01 0.5%
CT/AA/AA 10 5.0%
CT/AG/AA 12 6.4%
CT/GG/AA 03 1.6%
CC/AA/AT 15 8.0%
CC/AG/AT 29 15.4%
CC/GG/AT 06 3.2%
CT/AA/AT 24 12.8%
CT/AG/AT 49 26.1%
CT/GG/AT 02 1.0%
TT/AA/AT 01 0.5%
TT/AG/AT 01 0.5%
TT/GG/AT 01 0.5%
CC/AG/TT 01 0.5%
CC/GG/TT 02 1.0%
CT/AG/TT 06 3.2%
CT/GG/TT 01 0.5%
TT/AG/TT 01 0.5%
188 99%
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Tabela 18b. Gendtipos encontrados na populagio negroide

Gendotipos N Porcentagem
CC/AG/AA 04 5.1%
CT/AA/AA 02 2.5%
CT/AG/AA 07 8.9%
CT/GG/AA 02 2.5%
TT/AG/AA 01 1.3%
CC/AA/JAT 06 7.7%
CC/AG/AT 10 12.8%
CC/GG/AT 03 3.8%
CT/AA/AT 14 17.9%
CT/AG/AT 22 28.3%
CT/GG/AT 02 2.5%
TT/GG/AT 01 1.3%
TT/AG/AT 02 2.5%
CT/AG/TT 01 1.3%
CT/GG/TT 01 1.3%
78 99%

Resultados



a. Dosagem da Atividade Anticoagulante da PC

A dosagem da atividade anticoagulante da proteina C mostrou niveis que
variaram de 70% a 150%, com média de 102,54% e desvio padrdo de 20,47 A dosagem de PC

nesta populagiio revelou distribui¢do normal, pelo “Teste .

. - - 45 casos
.......... : - -s---ses - - - 42 casSOS
37 casos

: 221casos

6% 16 casos

3% i casos

A tabela 19 apresenta as médias da concentragdio de PC encontradas no

grupo de doadores, separados de acordo com o gendtipo. (ANEXO 5- Tabela 20).
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Tabela 19. Média da concentragio de PC de acordo com os genodtipos encontrados na

populagio de doadores,

Gendétipos N % Média Desvio Padrio
CC/AA/AA 1 3.9 116.4 2.0
CC/AG/AA 16 6.3 110.5 16.81
CC/GG/AA 01 0.4 80 -
CT/AA/AA 12 4.3 102 18.60
CT/AG/AA 19 7.4 104 24.28
CT/GG/AA 05 2.0 108.8 9.63
TT/AG/AA 01 0.4 79 -
CC/AA/AT 21 7.5 92.45 15.69
CC/AG/AT 39 13.5 104.25 19.84
CC/GG/AT 09 35 97.77 19.89
CT/AA/AT 38 15.6 103.35 19.35
CT/AG/AT 71 26.6 98.60 20.89
CT/GG/AT 04 1.6 121 35.82
TT/AA/AT 01 0.4 128 -
TT/AG/AT 03 1.2 86 18.24
TT/GG/AT 02 0.8 80 7.07
CC/AG/TT 01 0.4 138 -
CC/GG/TT 02 0.8 122.5 10.60
CT/AG/TT 07 23 102.32 17.32
CT/GG/TT 02 0.8 135 7.07
TT/AG/TT 01 0.4 139 -
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b. Andlise da Relagdo entre os Gendtipos e a Concentragéio de PC

Para verificarmos se havia diferenga na concentragdo de proteina C de acordo
com o gendtipo, foram separados para analise estatistica apenas os 8 grupos com nimero de casos

igual ou superior a 10. Esta analise foi realizada através do teste estatistico de Tuckey:

CC/AA/AA CC/AG/AA CT/AA/AA CT/AG/AA

CC/AA/AT CC/AG/AT CT/AA/AT CT/AG/AT

Atraves de analise de varidncia, foi observado que havia diferenca
significativa na concentragio de PC entre esses oito grupos (p=0,029).

Para identificar quais grupos apresentavam a diferenga significativa entre si,
utilizou-se o teste de comparagio multipla de Tuckey, que demonstrou uma diferenga entre os
grupos CC/AA/AA e CC/AA/AT (média da concentragio de PC 116.4 ¢ 02.45, respectivamente),

Posteriormente, foi analisado se havia diferenga significativa entre a
Iconcentrag:—."io de PC e cada um dos polimorfismos, com seus respectivos  gendtipos,
independentemente (tabela 21). O Teste t foi empregado, pois os dados apresentavam uma
distribui¢do normal. Verificou-se uma diferenca significativa apenas no polimorfismo 3, entre os

genotipos AA e AT, com uma concentragio de 108% e 99%, respectivamente {p=0,035).
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Tabeln 21.  Comparagio das médias da concentragio de PC entre os gendtipos de cada um dos

3 polimorfismos, com N maior que 10.

Gendtipo N Meédia p - valor
1
CC 87 105.9 p=0,275
CT 141 101.98
2
AA 83 103.55 p=0,975
AG 145 104.34
3
AA 58 108.2 p=0,015
AT 169 99.66

Verificou-se a existéncia de uma diferenga nas meédias da concentragdo de
. PC, analisando-se conjuntamente 2 gendtipos e suas possiveis combinagdes (tabela 22), através do
Teste t:

- Genotipo 1: CC ou CT (p=0,28)

- Genétipo 2: AA ou AG (p=0,98)

- Genotipo 3: AA ou AT (p=0,02)
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Tabela 22.  Comparagio das médias da concentragio de PC na analise conjunta de 2 genétipos,

com N maior que 10.

Duplas N Média p-valor Duplas N Média p - valor
CC/IAA 26 11276 AA/AT 60 99.71

CT/AA 30 103.33 p=0,060 AG/AT 103 10052 p=0,804
CC/AT 55 99.96 AG/AA 35  107.02

CT/AT 108 10036 p=0,904 AG/AT 103 100.52 p=0,111
CC/AA 26 11276 CC/AA 30 10043

CC/AT 55 99.96 p=0,004 CT/AA 51 103.05 p=0,545
CT/AA 30 10333 CC/AA 30 10043

CT/AT 108 10036 p=0,489 CC/AG 51 106.21 p=0,185
AA/AA 21 10885 CT/AA 51 103.05

AG/AA 35 107.03 p=0,738  CT/AG 87 99.80 p=0,375
AA/AA 21 10885 CC/AG 51 103.05

AA/AT 60 99.71 p=0,053 CT/AG 87 90 80 p=0,082

Verificou-se que os gendtipos que apresentam diferencas significativas

quando interagem sdo o CC/AA e o CC/AT.
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c. Fatores de Risco

Posteriorrmente, verificou-se entre os fatores idade, tabagismo, raga e sexo,
quais poderiam influenciar a concentragio de PC, atraves de uma analise de regresséo (tabela 23).
Comparou-se os niveis de PC apenas nos oito grupos anteriormente selecionados com N maior ou

igual a 10.

Tabela 23. Resultados da andlise de regressio de acordo com os fatores de risco em relagéo

aos niveis de PC.

fatores N PC(%) p-valor
sim 64 85%
FUMANTES p=0,219
nao 202 105%
""""""""""" cvenséide 188 8%
RACA p=0,585
negroide 78 1006%
"""""""""" P
SEXO p=0,850
masc 216 75%
"""""""""" s om w0%
IDADE p=0,378
>45 33 101%

Os resultados mostraram que essas varidveis ndo tiveram influéncia sobre o

nivel de PC, nos casos estudados.
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V.2.  Populagio Trombdtica

A andlise dos gendtipos para os 3 polimorfismos na populagdo trombotica (Tabelas 24 a, b
e ¢) mostrou sempre um maior nimero de heterozigotos CT (54%), AG (65.9%) e AT (55.6%).

A analise das frequéncias alélicas demonstrou que no polimorfismo C/T, o alelo C é o mais
frequente (0.67). Em relagdo ao polimorfismo A/G, o alelo mais frequente € o A (0.73), enquanto
que no polimorfismo A/T, o alelo A é o mais comum (0.64). A comparagio das frequéncias
alélicas observadas com as esperadas nessa populagio revelou que para os trés polimorfismos os
gendtipos ndo se distribuem de acordo com a lei de Hardy Weimberg, havendo um predominio de

heterozigotos em todas as situagdes.

Tabela 24 a. Distribuigio dos genotipos e freqiiéncia alélica (FA) do polimorfismo CT (-1654)

na populagdo trombotica

Gendtipo 1 N Porcentagem FA
CC 43 34.5% p=0.67
CT 30 “ 65.5% q=0.33
TT 00 0% =0.03
123 100%
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Tabela 24 b. Distribuicio dos gendtipos e freqiiéneia alélica (FA) do polimorfismo AG (-1641)

na populacio trombotica

Gendtipo 2 N Porcentagem FA
AA 57 46% p=0.73
AG 66 54% q=0.27
GG 00 0% 0=0.03
123 100%

Tabela 24 ¢. Distribuigio dos genétipos e freqiiéncia alélica (FA) do polimorfismo AT (-1476)

na populagfio trombotica

Gendotipo 3 N Porcentagem FA
AA 45 36.2% p=0.64
AT 68 55.5% q=0.36
TT 10  81% 5=0.03
123 100%

As tabelas 25 a, b e ¢ mostram a freqiiéncia dos trés gendtipos na populagéio trombotica,

de acordo com a raga.
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Tabela 25 a. Fregiiéncia dos genodtipos do polimorfismo CT na populagio trombética, separada

de acordo com o grupo racial:

Genotipo 1 CC CT TT total
Caucasoide 39 (36,1%) 68 (63,8%) 0 107
Negroide 04 (25%) 12 (75%) 0 16

total 43 80 0 123

Tabela 25 b. Freqiiéncia dos gendtipos do polimorfismo AG na populagio trombotica, separada

de acordo com o grupo racial:

Gendtipo 2 AA AG GG total
Caucasoide 52 (47,8%) 56 (52,3%) 0 108
Negroide 05 (33,3%) 10 (66,7%) 0 15
total 57 66 123

Tabela 25 ¢. Freqiiéncia dos genotipos do polimorfismo AT na populagdo trombotica, separada

de acordo com o grupo racial;

Gendtipo 3 AA AT TT total
Caucasdéide 40 (36,7%) 58 (54,1%) 10 (0,9%) 108
Negroide 05 (33,3%) 10 (77,7%) 0 15

total 45 68 10 123
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A andlise dos genétipos dentro da populagio trombotica mostrou 12 combinagdes diferentes,
entre as 27 possiveis (tabela 26). Observou-se uma maior freqiéncia dos genotipos CT/AG/AT,

CT/AA/AT, CT/AG/AA e CC/AG/AT.

Tabela 26.  Genotipos encontrados na populagio Trombotica:

Gendétipos N Porcentagem
CC/AA/AA I1 8.1%
CC/AG/AA 05 4.1%
CT/AAJAA 12 9.7%
CT/AG/AA 17 13.8
CC/AA/AT 10 8.1%
CC/AG/AT 14 11.4%
CT/AA/AT 19 15.4%
CT/AG/AT 25 21.1%
CC/AATT 02 1.6%
CC/AG/TT 01 - 0.8%
CT/AA/TT 03 2.4%
CT/AG/TT 04 3.2%
123 100%
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As Tabelas 27 a e b mostram os genétipos encontrados na populagio trombotica, de acordo

COm as ragas:

Tabela 27 a. Genotipos encontrados na populagdo com trombose, de origem caucasoide

Genolipos N Porcentagem
CC/AA/AA 09 8.2
CC/AG/AA 03 2.7%
CT/AA/AA 12 10.9%
CT/AG/AA 15 13.6%
CC/AA/AT 10 9.1%
CC/AG/AT 14 12.7%
CT/AA/AT 15 13.6%
CT/AG/AT 19 18.2%
CC/AG/TT 03 2. 7%
CT/AG/TT 04 3.6%
TT/AG/TT 04 3.6%

Tabela 27 b.  Genétipos encontrados na populagdo com trombose, de origem negroide

Genotipos N Porcentagem
CC/AA/AA 02 12,5%
CC/AG/AA 02 12,5%
CT/AG/AA 02 12,5%
CT/AA/AT 04 25%
CT/AG/AT 06 37,5%
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a. Dosagem da Atividade Anticoagulante da PC

A dosagem da atividade anticoagulante da PC mostrou niveis que variaram de
70% a 165%, com média de 103,87% e desvio padrao de 28,35%. Fot realizado o Teste t e
verificou-s¢ uma distribuigio normal. A tabela 28 mostra as médias da concentragdo de PC, na

populagdo trombotica, de acordo com os gendtipos observados.

Tabela 28. Médias da concentragio de PC de acordo com os gendtipos encontrados na

populagio trombética.

Genotipos N PC-Média Desvio Padrio
(%) (Ye)
CC/AA/AA 11 106.42 31.37
CC/AG/AA 05 99 16.30
CT/AA/AA 12 105.50 32.66
CT/AG/AA 17 102.33 22.59
CC/AA/AT 10 102.33 28.38
CC/AG/AT 14 | 106.63 4405
CT/AA/AT 19 107.70 26.15
CT/AG/AT 26 107.73 30.14
CC/AAMT 03 93.33 8.38
CC/AG/TT 01 73 -
CT/AA/TT 03 93.33 833
CT/AG/TT 03 111.33 14.36
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b Andlise da Relagdo dos Polimoifismos e a Concentragdo de PC na

Populagdio Trombotica

Procedeu-se & analise das diferengas na concentracio de PC de acordo com o

gendtipo, apenas em grupos de casos com N igual ou superior a 10, descritos a seguir:

CC/AA/AA CT/AA/AA CT/AG/AA CC/AA/AT
CC/AG/AT CT/AA/AT CT/AG/AT

Airavés da analise de varidncia observou-se  que nio houve diferenca
significativa entre esses grupos em relagfio ao nivel de PC (p=0,956).

Para verificar se realmente ndo existia diferenga significativa entre a
concentragio de PC e cada um dos polimorfismos com seus respectivos  genotipos,
independentemente, foi utilizado o Teste t, pois os dados apresentavam distribuigdo normal.
Constatou-se que ndo houve diferenca significativa nos niveis de PC entre os genotipos abaixo (N
maior ou igual a 10}:

—~  AAcAT p=0,585
- CCeCT p=0,790
- AAeAG p=0,883

Também ndo foram verificadas diferengas significativas na média de
concentragio de PC quando analisamos conjuntamente 2 polimorfismos € suas possiveis
combinagdes através do Teste t (tabela 29).

_ Gendtipo 1: CCou CT (p=0,79)
—  Gendtipo 2: AA ou AG (p=0,88)
- Genotipo 3: AAou AT (p=0,59)
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Tabela 29. Comparagio das médias da concentragiio de PC na analise conjunta de 2 genotipos,
com N maior ou igual a 10.
Dupias N PC-Média p - valor Duplas N Média-PC  p - valor
(%) (%)
CC/AA 12 103.33 AA/AT 23 106.30
CT/AA 27 103.74 p=0,965 AG/AT 34 107.38 p=0,899
CC/AT 17 105.12 CG/AA 20 101.50
CT/AT 40 107,72 p=0,776 AG/AT 34 107.38 =0,439
CC/AA 12 103.33 CC/AA 13 104.54
CC/AT 17 105.12 p=0,889 CT/AA 29 10678  p=0,314
CT/AA 27 103.74 CC/AA 13 104.54
CT/AT 40 107.72 p=0,565 CC/AG 16 104.25 p=0,982
AA/AA 19 105.34 CT/AA 29 106.79
AA/AG 20 101.50 p=0,612 CT/AG 38 105.60 p=0,862
AAJAA 19 105.84 CC/IAG 16 104.25
AA/AT 23 106.30 p=0,958 CT/AG 38 10560  p=0,881
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¢. Fatores de Risco e a Populagdio Trombdtica

Através de uma andlise de regressdio, comparou-se os niveis de PC apenas
nos 7 grupos anteriormente selecionados (N maior ou igual a 10 casos), de acordo com os fatores
idade, tabagismo, raga e sexo (tabela 30). Os resultados ndo mostraram nenhuma influéncia desses

fatores de risco sobre os niveis de PC, nesse grupo de pacientes, independente do genotipo.

Tabela 30. Resultados da analise de regressio de acordo com os fatores de risco em relagéo aos

niveis de PC na amostra total de tromboticos.

fatores N PC p-valor
sim 28 90%
FUMANTES p=0,169
ndo 95 99%
"""""""""" weaseide 108w
RACA p=0,265
negroide 15 100%
"""""""""" o s e
SEXO p=0271
masc 15 105%
"""""""""""" e w0
IDADE p=0,472
>45 27 110%

Resultados 83



Quando essa mesma analise foi realizada, no mesmo grupo, tevando-se em consideragio o
genotipo para os 3 polimorfismos, verificou-se que nos grupos CC/AG/AT e CT/AA/AA as

variaveis fumo (p=0,009) e sexo (p=0,038), influenciaram o nivel de PC, respectivamente.
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V.3. Comparagiio Entre a Populagdo de Doadores ¢ de Trombose

Abaixo descrevemos os 8 subgrupos da populagio de doadores e 7 subgrupos da
populagiio com trombose (N maior ou igual a 10:), que foram comparados em relagdo a média da

concentragio de PC (tabela 32).

Populagiio de doadores:
CC/AAJAA CC/AG/AA CT/AA/AA CT/AG/AA

CC/AA/AT CC/AG/AT CT/AA/AT CT/AG/AT

Populagio com Trombose

CC/AA/AA CT/AA/AA CT/AG/AA CC/AA/AT

CC/AG/AT CT/AA/AT CT/AG/AT

Resultados &5



Tabela 31. Analise comparativa da média da concentragio de PC entre os genotipos com N maior

ou igual a 10, nos doadores e tromboticos.

Populagad de Doadores Populagdo com Trombose
Genatipos N Média Gendtipos N Média
CCIAATAA 11 116.4 CCIAAMAA 11 106,42
CCrAGIAA 16 110.5 CC/AGAA a3 g9
CT/AAAA 12 102 CT/AAIAA 12 105,50
CT/AGIAA 19 104 CT/AG/AA 17 102,33
CC/AAAT 21 9245 CCIAAMAT 10 102.33
CCIAG/IAT 39 104.25 CCIAGIAT 14 106.63
CT/AASAT 33 103.35 CT/AAMAT 19 107.70
CT/AGIAT 7l 98,00 CT/AGIAT 26 107.73

Obs. O grupo com gendtipo CC/AG/AA da populagdo trombotica somente foi incluido

para comparagdo com a populagio de doadores.

Nio houve diferenga significativa entre ds médias da atividade de PC para os diferentes

gendtipos, entre pacientes com trombose e doadores.
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Tabela 32. Analise comparativa da média da concentragido de PC entre os gendtipos com N maior

ou igual a 10 em nossos doadores e os controles normais de Spek.

Populaco de Doadores

Populagiio Controle (Spek)

Gendtipos N Média
CC/AA/AA 11 116.4
CC/AG/AA 16 10.5
CT/AAAA 12 102
CT/AG/AA 19 104
CC/AA/AT 21 92
CC/AGIAT 39 104
CT/IAAJAT 38 103
CT/AG/IAT 71 99

Gendtipos N Média
CCIGG/TT 15 95
CC/AG/AA i1 119
CT/AAAA 13 111
CT/AG/AA ol 102
CC/GG/AT 0

CC/AGIAT 29 106,
TT/AAJAA 13 117
CT/AG/AT 42 108

Houve diferenca significativa nas amostras em negrito entre as médias da atividade de PC

para os diferentes genotipos, entre doadores e as amostras controle de Spek
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ou igual a 10 em nossos pacientess e os pacientes de Spek.

Populacio com Trombose

Tabela 33. Analise comparativa da média da concentragio de PC entre os genotipos com N maior

Pacientes (Spek)

Gendtipos N Média
CC/AATAA 11 106
CCAGAA 03 99
CT/AAJAA 12 105
CT/AG/AA 17 102
CC/AA/AT 10 102
CC/AG/AT 14 106
CT/AAIAT 19 108
CT/AG/IAT 26 108

Gendtipos N Média
CC/IGG/TT 25 94
CCIAGIAA 0
CT/AAJAA 10 102
CT/AG/AA 0l 100
CC/GG/AT 01 98
CC/IAG/AT 22 139.
TT/AAMAA 15 115,
CT/AG/AT +4 101

Houve diferenga significativa nas amostras em negrito entre as médias da atividade de PC

para os diferentes genotipos, entre pacientes com trombose e as amostras de pacientes de Spek.
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VI - Discussdo e Conclusdao




A PC é um componente do sistema da anticoagulacdo natural humano; é uma serino-
protease de produgdo hepatica, que € usualmente ativada na microcirculagio pela trombina, na
presenca da trombomodulina. Uma vez ativada, ao se associar a outro cofator vitamina K
dependente, a proteina S, inativa os fatores Va e VIlla. A deficiéncia hereditaria de PC esta
associada ao tromboembolismo venoso, que freqiientemente € recorrente. A incidéncia de
deficiéncia de PC em pacientes com trombofilia primaria pode chegar a 5%. Estima-se que os
heterozigotos sintomaticos ocorrem numa frequéncia entre 1/16000 a 1/36000 na populagdo geral
(TUDDENHAM & COOPER, 1994).

A associagdo da deficiéncia de PC como fator etioldgico para doenga tromboembdlica, foi
descrita pela primeira vez ha 16 anos, em um paciente.com trombose de repetigdo.(GRIFFIN er
al,1981). Atualmente, a deficiéncia hereditaria de PC esta bem definida, ¢ de heranga autossdmica
dominante, com penetrancia iﬁmmpleta e expressividade variavel. Os individuos heterozigotos
para deficiéncia de PC apresentam um quadro clinico caracterizado por doenga tromboembolica,
mesmo na auséncia de um fator de risco. (SORIA, ef al ; 1992)

A maior parte dos pacientes com deficiéncia de PC possuem atividade plasmatica de PC
entre 30 e 65% (BERTINA, ef al.;1989) . Miletich er al (1987) verificaram que 1/60, dentro de
uma amostra de 5422 doadores de sangue, apresentavam niveis de antigeno de PC no limite
inferior da normalidade ou compativel com a deficiéncia de PC. O estudo desses individuos
confirmou a deficiéncia de PC em 10 familias, mostrando que nio é tdo infrequente a presenga de
individuos heterozigotos para deficiéncia de PC dentro de uma populagio assintomatica. Ao
mesmo tempo esse achado demonstra que pode ocorrer uma superposigio dos niveis plasmaticos

de PC, entre individuos normais ou com deficiéncia de PC.
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Por outro lado, devido a importancia da via anticoagulante da PC, a concentragdo
plasmatica da PC, mesmo que no nivel inferior da normalidade, talvez possa ser um fator de risco
a mais para a doenca tromboembolica (Spek.; ef al, 1995).

Recentemente foi descrita a presenga de trés polimorfismos localizados na regido
promotora do gene da PC. Esses polimorfismos na populagio em que foram estudados,
mostraram ter uma relagdo com os niveis de PC (SPEK ef al, 1993). Também a anilise desses
polimorfismos numa populagido com trombose mostrou que o genotipo CC/GG/TT era um fator
de risco para trombose (Spek ef al, 1995).

Tal achado seria de grande importéncia se corfirmado em outras populagdes, pois poderia
ser considerado um fator de risco a mais para a predisposi¢do a trombose.

Neste estudo caracterizamos a frequéncia desses trés polimorfismos em trés grupos
étnicos da populagdo brasileira: caucasoide, negroide e indigena. Também verificamos se ha
correlagdo entre a concentragdo de PC e os polimorfismos, nos grupos caucasoide e negroide.

Finalmente, analisamos esses polimorfismos em um grupo de individuos com trombose venosa.
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VL1. Populagio Indigena

Segundo a teoria tradicional, esses indigenas que ocupam nossas terras seriam um povo
némade que colonizou o Brasil através de uma migragio lenta, que teria comegado no leste da
Asia, ha cerca de 50 mil anos, quando o continente era entio ligado ao norte da América
(Alasca). Atualmente ja existe uma nova tese, defendida pela americana Dra. Anna Roosevelt e
pesquisadores brasileiros, que altera o entendimento da forma e ritmo ocupacional do continente.
Segundo Roosevelt ef al (1996) diferentemente do que afirma a teoria norte-americana, um
segundo grupo de palecindios teria descido pelo litoral da América do Norte ha cerca de 12 mil
anos, povoando muito mais rapidamente a América do Sul.

A andlise dos dados obtidos na populagéo indigena, demonstrou uma maior freqii€ncia de
homozigotos nos trés polimorfismos estudados (CC-52,9%; GG-34% e AA-70,1%). Tal
resultado leva-nos a crer que os indios brasileiros estudados no presente trabalho ainda nio
sofreram forte influéncia da miscigenagdo, o que era de se esperar, uma vez que esse grupo
indigena tem suas tribos em localizagdo razoavelmente isolada do convivio com o homem
- civilizado, o que resulta na pouca variagdo gendmica (baixo fluxo génico). Por outro lado, como
se trata de um grupo étuico isolado, a frequéncia elevada de homozigotos pode ser decorrente de
endocruzamento, apesar de terem sido excluidos os individuos com descendéncia direta.

A andlise do gendtipo, isto é, a andlise conjunta dos 3 pohmorfismos, mostrou uma mator
predominancia do gendtipo homozigoto CC/GG/AA (21,8%), o que confirma nossa tese a
principio. E importante ressaltar que esse gendtipo ndo foi observado na populagiio holandesa e
nem em nossa populagido com trombose, apenas sendo detectado em 1 individuo caucasodide da

populagio de doadores.
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Todavia, os achados de 16.1% de CC/AG/AA, 12.6% de CT/AG/IAA e 92% de
CT/GG/AT podem ser explicados pela existéncia de um fluxo génico minimo.

Os dados obtidos nos levam a crer que em nossa populagio indigena além de ser um
excelente campo para analisarmos algumas informagles em genctica populacionais pouco
miscigenadas, coniém ainda informagoes sobre sua origern, 0 que pode ser de grande valia para
esclarecimentos de forma e ritmo de ocupagao.

Devido as dificuldades de se centrifugar e congelar rapidamente o plasma coletado, a
dosagem de proteina C ndo pode ser realizada, 0 que teria sido muito inferessante, visto o
predominio de homozigotos e a auséncia de fatores de risco, comuns as populagdes caucasoide e

negroide.

Discuss(io e Conclusdo 93



VL2, Populagio de Doadores

Na populagdo de doadores houve predominéncia do sexo masculino, ja que em nossa
casuistica haviam 216 homens ¢ 50 mulheres. Quanto a raga, 188 individuos eram caucasoides e
78 negroides.

A analise da frequéncia dos 3 polimorfismos na populagio de doadores, avaliando-se
juntamente caucasoides e negroides, mostrou uma maior freqtiéncia de heterozigotos (CT-59,4%,
AG-594%, AT-70,7%). Houve também uma maior frequéncia do genotipo heterozigoto
(CT/AG/AT-27,4%).

O grupo caucasdide foi selecionado, tendo-se o cuidado de sé se coletar amostras de
sangue daqueles cujos ancestrais até a terceira geragdo, eram descendentes apenas de individuos
da raga branca. O grupo negroide também foi selecionado levando-se em conta os mesmos
critérios. Apesar desse cuidado, ndo se pode afastar totalmente um certo grau de miscigenagéo.

Na fase seguinte, quando se analisou as ragas negroide e caucasoide separadamente,
verificou-se também uma maior frequéncia de heterozigotos: CT-57%, AG-59%; e AT-64% nos
caucasoides e CT-65%, AG-60% e AT-77% nos negroides. A conjugacéo dos 3 polimorfismos,
de acordo com a raga revelou que o gendtipo heterozigoto CT/AG/AT foi o mais frequente, com
uma frequéncia de 26,1% € 28,3% nos caucasdides e negrdides, respectivamente, Ndo houve
nehum genétipo com uma frequéncia significativamente diferente entre os caucasoides e
negroides, nesta populagdo. Tais dados ndo apresentam diferenga entre si.

Contudo, observou-se diferencas estatisticamente significantes entre as frequéncias dos
gendtipos mais comuns encontrados na populagfio holandesa estudada por Spek ef af (1995), com
os da populagio de doadores deste estudo. Apesar do gendtipo CT/AG/AT ser predominante em

ambas as populagdes, verificou-se uma diferenga estatisticamente significativa entre a sua
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frequéncia na populagdo caucasoide brasileira (26.1%) e a caucasoide holandesa (40%). Isto
talvez possa ser explicado pela presen¢a de outros gendtipos na populagdo brasileira, com uma
frequencia até consideravel, como CC/AG/AA, CT/AG/AA, CC/AA/AT e CT/AA/AT, e que nio
estdo presentes na populagdo holandesa. Isto novamente talvez seja um reflexo da maior
miscigenagio que ocorre em nossa populacio.

Por outro lado, o gendtipo CC/GG/TT, verificado com uma frequéncia de 15% na
populagio holandesa (SPEK e7 al.; 1995) , somente esta presente em 1% (PC: 112,5%) dos
caucasoides e em nenhum negroide brasileiro, o que indica a raridade do haplotipo CGT na nossa
populagio. E importante ressaltar que esse genotipo inclusive foi considerado um fator de risco
para trombose na populagfio holandesa.

A dosagem da atividade de PC no plasma de doadores deste estudo vartou de 70 a 150%,
com uma média de 102%, o que é semelhante ao descrito em outras populagdes (SPEK ef af.;
1995). Por outro lado, 9 doadores apresentaram niveis de PC inferiores a 75%, e nfio pode ser
descartado que esses individuos sejam heterozigotos para deficiéncia de PC, pois como ja
discutido anteriormente, pode haver uma superposi¢io entre os niveis inferiores da normalidade
" com os niveis encontrados na deficiéncia de PC. E importante ressaltar que essa dosagem foi
confirmada, pois os doadores foram convocados para uma nova coleta de sangue e nova dosagem
de PC.

Nesta situagido seria muito interessante que houvesse a ligagdo entre algum dos gendtipos
e o nivel diminuido de PC, pois auxiliaria na discriminagio entre os individuos normais ¢
deficientes, ja que a dosagem sérica de PC apresenta limitagdes na sua interpretagio. Entretanto
isto ndo pode ser demonstrado, ja que estes individuos estavam distribuidos entre 7 gendtipos.

Nesta situacdo, o estudo familiar também contribuiria para a confirmagio do diagnostico,

mas infelizmente ndo conseguimos obter as amostras de sangue dos farmliares.
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Uma outra hipotese seria a deficiéncia dos fatores dependentes da vitamina K ou até uma
insufuciéncia hepatocitica. A deficiéncia de vitamina K pode ser afastada pela dosagem dos outros
fatores dependentes da vitamina K, como a protetna S ¢ o fator VII, que estavam dentros dos
limites da normalidade. Com esses resultados normais a hipotese de insufuciéncia hepatica
também fica praticamente excluida.

Spek et al (1995) relataram que o genotipo CC/GG/TT esta associado a uma redugio de
22% nos niveis de PC, em relagio ao gendtipo TT/AA/AA, tanto em individuos normais como
em pacientes com trombose. Caso também tivéssemos encontrado esse resultado em nossa
populagio, confirmariamos o papel desses polimorfismos sobre os niveis de PC, pois o que se
esperaria € que, independente da nacionalidade, houvesse reprodutibilidade dos achados.
Infelizmente, a frequéncia desses genotipos, tanto em nosso grupo de pacientes como de
doadores foi1 praticamente nula, nio permitindo esta analise. O que obviamente, ndo exclui a
possibilidade de que os dados de Spek (1995), estejam corretos.

Quando comparamos a média da atividade de PC dos 2 gendtipos mais frequentes na
populagiio de doadores brasileiros ¢ de holandeses (CT/AG/AT ¢ CC/AG/AT), ndo verificamos
* diferenga entre eles.

Entretanto, em nossa populagdo de doadores, foi detectada uma diferencga significativa no
polimorfismo 3, entre AA e AT (p=0,015), em relagdo aos niveis de PC. Na seqiiéncia, foram
analisados conjuntamente 2 polimorfismos e, novamente pode-se notar diferenca significativa
entre CC/AA ¢ CC/AT (p=0,004). Isto poderia sugerir que a presenca do polimorfismo 1 em
homozigose para o C influencia na diferenga dos niveis de PC, em relagdo ao polimorfismo 3.
Como os dados obtidos na populagio holandesa apontam para resultados opostos aos nossos,

pois naguela amostra os individuos com o genotipo CC/AT exibem niveis de PC mais elevados
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que os com o gendtipo CC/AA, isto evidencia a fragilidade da tentativa de se fazer qualquer

associagio entre o genotipo e o nivel de PC.
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VI3. Populagio com Trombose

Na populagdo com trombose, houve predomindncia do sexo feminino, ja que em nossa
casuistica haviam 35 homens ¢ 88 mulheres. Quanto a raga, também houve uma predominéncia de
individuos caucasoides (n=108) sobre os negroides (n=15).

A frequéncia dos gendtipos no grupo de pacientes foi inicialmente avaliada sem levar em
consideracdo a raca, e novamente verificou-se uma maior frequéncia de heterozigotos (C/T-
65,5%, A/G-54% e A/T-55,5%), como no grupo de doadores. Quando conjugamos os trés
polimorfismos, notamos a predomindncia do gendtipo heterozigoto CT/AG/AT em 21,1% dos
casos, semelhante ao verificado nos doadores.

A avaliagiio do grupo de pacientes separado por raga, também demonstrou um predominio
de heterozigozidade nos 3 polimorfismos: CT-64%, AG-52.3% e AT-54% nos caucaséides ¢ CT-
75%: AG-66.7% e AT-77.7% nos negroides. Tais dados nfio apresentam diferenga significativa
entre si.

A analise da frequéncia do polimorfismo 2 {A/G) revelou um aumento estatisticamente
- significativo do genétipo AA na populagio com trombose, quando comparada & populagio de
doadores (p=0.005), e que se confirmou somente na raga caucasdide (p=0.01). Para verificar se o
gendtipo AA estava associado com maior risco de trombose que os gendtipos AG e GG,
comparou-se o nimero de pacientes e controles em cada um dos genodtipos. Os resultados
revelaram que ter o gendtipo AA é um fator de risco para trombose (OR 1.93, 95% CI, 1.11 a
3.24). Contudo, esse gendtipo ndo esté associado a niveis diminuidos de PC, o que favoreceria

muito a hipdtese de ser considerado um fator de risco.
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A dosagem da atividade da PC foi analisada na populagio com trombose brasileira como
um todo, ja que a analise por ragas ndo apresentou diferengas significativas, sendo que foi de
103%, quase idéntica & media de 105% de PC na populagdo trombotica holandesa.

A média de PC para o gen6tipo mais frequente, CT/AG/AT foi de 107.7%, praticamente
semelhante a verificada nos pacientes holandeses, que fot de 108%.

O gendtipo CC/GG/TT foi considerado um fator de risco com uma chance de 50 a 100%,
para o desenvolvimento de trombose, na populagio trombotica holandesa. Contudo, como
discutido anteriormente, praticamente niio encontramos esse gendtipo em nossos pacientes com
trombose (em nossa amostra tivemos o cuidado de excluirmos os pacientes com deficiéncia de
PC). Apesar de se tratar de 2 populagGes diferentes, esperariamos um maior nimero de casos de
pacientes com esse genoétipo, em nossa populagéio, uma vez que o mesmo e considerado um fator
de risco para trombose. Isto porque a prevaléncia de outras altera¢cdes genéticas relacionadas a
trombose, como o fator V de Leiden, a mutagio do gene da protrombina, a mutagéo no gene da
metilenotetrahidrofolatoredutase, entre outros, que sio comuns em pacientes europeus coin
trombose, também foram frequentes em nossos pacientes com trombofilia (Arruda ef of 1995,
1997, 1997 in press).

A frequéncia dos genotipos com maior e menor concentragio de PC nio € diferente entre
doadores e pacientes com trombose (p>0.39). Portanto estes dados nos alertam para o fato de
que os polimorfismos podem ndo estar diretamente ligados ao risco de trombose. Talvez outros
fatores que ndo genéticos, ou sua associagio com fatores ambientais possam influenciar na
diminui¢@o dos niveis de PC.

Fatores como idade avangada, sexo masculino, raga, o0 uso de contraceptivos e tabagismo,
poderiam contribuir para a variagio nos niveis de PC, associado ao genotipo. No grupo de

doadores n&o houve influéncia desses fatores. Por outro lado, os pactentes com trombose com os
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gendtipos CC/AG/AT e CT/AA/AA, tiveram seus niveis de PC influenciados pelo tabagismo e
SEX0.

O resultado deste estudo mostrou que na nossa populagdo a variagdo na distribuigdo
normal dos niveis de PC praticamente ndo esta relacionada aos polimorfismos presentes na regiao
promotora do gene da PC.

Estes achados se contrapdem aos resultados obtidos por Spek ef al (1995). Talvez
somente com um trabatho em que se analisasse a expressdo da produgio de PC nos diferentes
gendtipos ¢ que isso realmente pudesse ser elucidado ou talvez pelo seqiénciamento de pacientes
com deficiéncia de PC, pois se houvesse um desequilibrio de ligagio, como parece haver, estaria
comprovado os achados nossos achados ou os de Spek (1995).

Também nossos resultados alertam para o fato da diversidade genética das populagdes
humanas, mesmo quando se comparam grupos étnicos semelhantes. Portanto, a andlise de
qualquer polimorfismo, deve sempre antes ser precedida de uma analise da populagio em estudo,

para que conclusdes corretas possam ser bem fundamentadas.
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VII - Summary




Protein C (PC) is one of the major inhibitors of blood coagulation. After activation by
thrombin-thrombomodulin complex in the endothelium, PC inhibites activated factors V and VIIL
It also exerts a profibrinolytic activity, trough neutralization of plasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1).

PC deficiency is associated with clinical thromboembolic disease. The incidence of PC
deficiency in patients with thrombosis is 2-5%. However, since the physiological significance of
the PC anticoagulant activity, a decreased plasmatic concentration, even in the normal range,
could be a factor contributing for thrombosis in patients without a congenital PC deficiency.

Recently, Spek et al (1993) described 3 polymorphisms in the promoter region of PC
gene: A/T in the position 1476; C/T in the position 1654 and A/G in the position 1641. The
genotypic variation of these polymorphisms were associated with plasma PC levels and
thrombotic risk (Spek et al 1995).

We determined the frequency of these polymorphisms in 3 ethinic groups of the Brazilian
population (caucasian, black and indian) and in patients with thrombosis disease, without PC
deficiency. We also verified if there is an association between genotype and PC concentration, and
* with thrombotic risk.

The indian group comprised 87 individuals. Homozigosity was prevalent in all
polymorphisms (CC-52.9%, GG-54% and AA-70.1%) and in the genotype (CC/IGG/AA-21.8%).
These results suggest that this group was not miscegeneous, a finding very common in Brazilian
population, probably because the tribe of these indians is isolated from the civilization.

Caucasian and black population comprised 216 men and 50 women; there was 183
Caucasians (147 men and 41 women) and 78 Blacks (69 men and 9 women). Heterozigous
polymorphism was more frequent in caucasian and black, as well as complete heterozygote

CT/AG/AT (26.1% and 30.1%, respectively). Although before blood collection the individuals

Summary 102



were selected only if untill the third ancestry were from the same origin, our results favour a high
genetic flow.

Mean PC activity levels in caucasian and blacks was 102%. However there was no
correlation between the genotypic variation and PC concentration. Individuals with the 2 more
frequent genotype (CT/AG/AT and CC/AG/AT) had mean PC levels similar to that described in
the Dutch study. |

There was a difference in mean PC levels in A/T polymorphism, between AA and AT
(p=0.015), that also was significative between CC/AA and CC/AT (p=0.004). This could suggest
that the first polymorphism homozigous for C influence the difference in PC concentration related
to A/T polymorphism. However, in the Dutch population the results are in opposite, since the
individuals with CC/AT genotype showed increased PC levels,

Thrombotic population comprised 35 men and 88 women, 108 caucasian and 15 black.

The complete heterozigous CT/AG/AT was the more frequent genotype (21-1%), and not
differ from the black and caucasian population. Even when they were separated according to the
race, there was no difference between the frequency in the groups.

When the polymorphisms were analysed individually, the second polymorphism
homozigous for A was significantly more frequent in caucasian patients with thrombosis related to
the caucasian normal population (p=0.005). To ascertain whether this polymorphism genotype
was associated with a higher risk for thrombosis, we compare the number of patients and control
caucasian subjects with the AA and AT or TT genotypes. The results indicated that having the
AA genotype vields an OR of 1.93 (95% CI, 1.11 to 3.24) compared to the other genotypes.
However, AA genotype is not associated with decrease in PC levels. Indeed, this finding was not

verified in Dutch population.
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On the other hand, in Dutch study a clear correlation between PC promoter genotype and
PC plasma levels was found; individuals with CGT haplotype exibited a PC activity 22% lower
than individuals with TAA haplotype. They also considered CGT haplotype a risk factor for
thrombosis.

Although Brazilian and Dutch populations, we should expected that CGT genotype being
a risk factor for thrombosis was more prevalent in our population, like factor V Leiden, variant
prothrombin gene and methylene tetrabydrofolate reductase mutation, wich were increased in our
and in Europe thrombotic patients.

In conclusion, our results demonstrated that in our population these polymorphisms were
not related to PC concentration.

It is also important to point out the great genetic variety in human populations, even in the

same ethynic groups, rising the importance to analyse individually each population.
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Tabela 2. Caracterizagio da populagio indigena:

INDIOS SEXO IDADE ALDEIA
1 F i4 MARO
2 M 25 PARA
3 F 16 MARO
4 M 21 MARO
5 F 33 PARA
6 F 14 MARO
7 M 6l MARO
8 M 15 MARO
9 F 32 MARO
10 F 17 MARO
11 F 11 MARO
12 M 18 MARO
13 F 18 PARA
14 M 37 PARA
15 M 16 PARA
16 M 18 PARA
17 F 33 MARO
18 M 19 PARA

19 F 16 PARA
20 F 16 PARA
21 M 26 PARA
22 M 43 PARA
23 M 25 MARO
24 M 23 MARO
25 M 28 MARO
26 M 25 PARA
27 M 19 MARO
28 M 20 MARO
29 F 36 MARO
30 F 36 PARA
31 F 39 PARA

ANEXO 1



continuaedo

INDIOS SEXO IDADE ALDEIA
32 F 20 PARA
33 F 22 PARA
34 F 43 PARA
35 M 28 PARA
36 M 32 PARA
37 M 18 MARO
38 F 38 MARO
39 F 38 MARO
40 M 19 PARA
41 F 36 PARA
42 M 46 APIT
43 F 35 IGAR
44 M 40 IGAR
45 F 36 IGAR
46 M 51 IGAR
47 F 51 IGAR
43 M 70 IGAR
49 E 41 IGAR
50 M © 37 IGAR
51 F 43 IGAR
52 M 36 IGAR
53 F 70 IGAR
54 M 31 IGAR
55 F 20 IGAR
56 M 27 IGAR
37 F 36 IGAR
53 M 34 IGAR
59 F 49 IGAR
60 M 63 IGAR
61 F 66 IGAR
62 M 31 IGAR
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contnuagedo

INDIOS SEXO 1DADE ALDEIA
63 E 22 IGAR
64 M 31 IGAR
65 F 36 IGAR
66 M 33 XINGU
67 F 16 XINGU
68 M 65 XINGU
69 F 50 XINGU
70 M 40 XINGU
71 F 28 XINGU
72 M 50 XINGU
73 F 35 XINGU
74 M 30 XINGU
75 F 37 XINGU
76 M 69 XINGU
77 F 33 XINGU
78 M 52 XINGU
79 F 49 XINGU
80 M 43 XINGU
81 F 13 XINGU
82 M 34 XINGU
83 M 39 XINGU
84 F 23 XINGU
85 F 17 XINGU
86 M 25 XINGU
87 F 15 XINGU

MARQ-Maroxewara APl -Apiterewa XINGU-Rio Xingl
PARA-Paranatinga IGAR-Igarape
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4

UNicAN? Centro de Hematologia e Hemoterpia da Unicamp HEMOCAMP
Questiondrio

00} 11 1= RO R OO T U TSR OO OO TP UT PP UPRPPPTPTORORoOPS HC:......

Idade: ... Sexo- ML FLi Raga: CI] NU

Fumante: sim _, nio L

Anticoneepcional: sim [ ndo [ ]

Possui casos na familia de:

Trombose: sim [ ndo [
Derrame: sim [ ndo [
Infarto: sim 1 | nio _
Diabeates: sim [ nio U
Hipertensdo Arterial: sim [] néo U

Toma algum medicamento ?

sim & | NA0 (1. QUAL T s
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Caracterizagio da populagfio de doadores:

Tabela 4.

IM AVC HA

N RACA SEXO IDADE TABAG DIAB TROMB.,

26

28

23

29
40

26
25

30
43

37
37
47

10

11

12
13
14
15
16
17
18
32
33
34
35
36
37
38
39

34
46

29

32
21

46

39
44

36
40

20
52
22

9
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colttintagdo

IM AVC HA

N RACA SEXO IDADE TABAG DIAB TROMB.

32

40

27

41

26
29

42

45

23

46
47

19
24

48

48

50
53

20

30
16
32

56

58

59

64

62
63

19
18
19

66
67

18
18
18
18
18
13
18
19
18
18
18
19
18

683

69
70

71

72

73

75
76
77
78

80
81

82
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continuagio

IM AVC HA

N RACA SEXO IDADE TABAG DIAB TROMBE.

13
19
19
18
18
18
13
34
19
20

83

84
85
87
38

89
90

92

93

94
95

20
20
19
50

96

08

99
101

18
19
19
34

102

103
104

19
18
22

103
106

107
108

19
18
18

109
110

18
19
19
19
18
18
36

111

112

113
114
115

116

117
118

19
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cunmmagao

IM AVC HA

N RACA SEXO IDADE TABAG DIAB TROMB.

19
18
18
i8
19
18
47

119
120

121

122
123

124

125

19
19
47

126

127

128

18
18
19
18
18

129

130

131

132
133

45

134

18
18

135

136

19
46

137

138

18
19
28

139

140

141

19

142

18
I8
18
18

143

144
145

146

19
18
13

147
148

149
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contfnagdo

IM AVC HA

N RACA SEXO IDADE TABAG DIAB TROMB.

18
18
19
18
34
18
13
18
18
18
I8
18
18
i8
19
33

150
151

152
153

154
155
156

157

158

159

160
161
je2

163

164
165

18
18
18
18
19
19
18
19
18
18
19
18
19
18
18

166
167

168
169

170

171

172
173

174
175

176
177

179

180

182
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conlinagdo

IM AVC HA

N RACA SEXO IDADE TABAG DIAB TROMB.

18
19

183
134

18
18
18
19
9
13

185
186
188
189

190
191

18
18
8

192
193

194
195

18

18
19
13
18
19
18
13
18
I8
19
18
18
19
19
18
18
18
18
18

196

197
198

199
200
201
202
203
204
205

206
207
208
209
210
211
212
213

214
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continnagio

IM AVC HA

N RACA SEXO IDADE TABAG DIAB TROMB.

23

215
216
217
218
220
221
222
223
224
226

18
19
18
18
18
18
19
24

30
18
19
19
19
19
30
8
19
18

42

230
231
232
233

M

234 N/
233
236
238

239
240
241
242
243
244

18
18
23

19
18
18
19
18
25

245
246
247
248
249
250
251

19
19
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N RACA SEXO IDADE TABAG DIAB TROMB. IM AVC HA

252
253
254
255
256
257
258
250
260
261
262
263
264
265
266

Z OO0 0 Z o000 Z Z o000

wngmZLTEEZTEEEEEE

18
23
18
18
18
18
19
18
34
18
18
I8
30
43
37

z

Z o 2w w2 wn Z Z Z Z Z »n

N N N N N
S N 5 N S
N N N N N
S N N N N
N N N N N
N N N N S
N N N S S
N N N N N
) N N N S
N N N N N
N N N N S
N N N S N
S N N N N
N N N N N
N N s N N

TABAG: tabagismo

IM: infarto do miocardio

HA: hipertensdo arterial

TROMB: trombose
AVC: acidente vascular cerebral

DIAB: diabetes

continiagdo
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Tabela 7.

Caracterizagio da populagdo com trombose:

TROMBOSE TIPO SEXO IDADE RACA
{ TVP MSE F 30 C
2 TVP MSD F 33 C
3 TROMBOFLEBITE F 44 C
4 TVP MID F 62 C
5 TVP EP F 23 C
6 TVP EP F 43 C
7 TVP MIE F 36 C
3 TVP MIE F 32 C
9 TPV MIE F 43 C
10 TPV MIE F 30 C
11 TVP MID M 45 C
12 TVP MID F 29 C
13 TVP MID F 25 C
14 AVC +EP M 29 C
15 TVP MIE F 42 C
16 TVP MIE F 26 C
17 TVP MIE F 32 C
18 TVP MID F 49 C
19 TVP MID M 49 C
20 TVP M 26 C
21 TVP MID F 41 C
22 TSS F 31 C
23 TVP MID M 33 C
24 TVP MSD F 50 C
25 TVP MIE F 6l N
26 TVP MIE M 39 C
27 TVP MIE M 35 C
28 TVP MIE M 51 C
29 TVP MiD ¢ E F 37 N
30 TVP MIDe E M 33 C
31 TVP MID M 23 C
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TROMBOSE TIPO SEXO IDADE RACA
32 TVP MSD M 47 C
33 TVP MSD F 34 C
34 TVP MSD M 55 c
35 TVP MIDeE F 37 N
36 TVP MID F 41 N
37 TVP MIE* F 28 C
38 TVP MID* F 26 C
39 TVP MIE F 38 C
40 TVP MIE* F 32 C
41 TVP MIE M 33 N
42 TVP MIE F 30 C
43 TVP MID F 43 C
44 TVP MIE F 24 N
45 TVP MIE F 26 C
46 TVP MIE F 35 c
47 TVP MID M 3 N
48 TVP MIE M 32 C
49 TVP MSE F 40 C
50 TVP + EP F 28 N
51 TVP MSD M 10 C
52 TVP MSD F 30 C
53 TVP MIE F 20 C
54 TVP MID M 44 c
55 TVP MIE F 58 C
56 TVP MIE F 37 C
57 TVP MID e E F 28 C
58 TVP MIE F 31 N
59 TVP MIE F 28 C
60 TVP +EP M 28 C
61 TVP MID F 67 C
62 TVP MIE F 29 C
63 TVP MIE F 41 C

continuagdo
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TROMBOSE TIPO SEXO IDADE RACA
64 EP F 60 C
65 TVP MIE F 43 C
66 TVP MIE F 28 C
67 TVP MIE M 31 C
68 TVP MIE F 3 C
69 TVP MIE F 40 C
70 AVCi/TVP MSE F 55 C
71 TVP F 60 C
72 TVP MSD F 44 C
73 TVP + MIE F 49 C
74 AVCI F 23 C
75 TVP MSE F 46 C
76 TVP MID F 35 C
77 TVP MSE F 30 C
78 AVCi F 19 C
79 TVP MID M 19 C
80 TVP MIE#* F 50 C
81 TVP MSE F 51 N
82 TVP rep. F 46 C
33 TVP MSD F 49 C
34 TVP MSE F 47 C
35 TVP MIE M 35 C
36 AVCi F 26 C
87 TVP MIE F 28 C
83 TVP M 11 C
89 AVCi F 48 C
90 SBC F 61 C
91 EP F 22 C
92 TVP MID F 27 N
93 TVP MIE M 17 C
94 TVP VDR M 24 C
95 TVP MIE F 32 C

continiagdn
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continuagdo

TROMBOSE TIPO SEXO IDADE RACA
06 TVP MIE F 32 C
97 TVP MIE F 49 C
98 TVP F 37 C
99 TVP MIE F 27 N
100 VP MID M 25 N
101 TVP MIDeE F 19 C
102 TVP MIE F 69 C
103 TVP MID* F 26 C
104 TVP MIE F 35 C
105 TVP MSE F 20 C
106 TVP MiDeE M 33 C
107 TVP MIE M 38 C
108 TVP MID F 43 C
109 TVP MIE* F 30 C
110 TVP + EP F 40 C
111 TVP MIE* F 23 N
112 TVP MIE F 16 C
113 TVP MIE F 25 C
114 TVP MIE F 51 C
115 TVP MIDeE = M 34 C
116 TVP MID + EP F 23 C
117 TROMBOFLEBITE M 54 C
118 TVP MIE M 47 C
119 TROMBQFLEBITE M 35 C
120 TVP MIE F 32 C
121 TVP rep F 32 C
122 TVP MIE M 31 C
123 TVP MID M 34 N

TVP- trombose venosa profunda * apos aborto

MSE- membro superior esquerdo  MSD- membro superior direito
MIE- membro inferior esquerdo MID- membro inferior direito
EP -embolia pulmonar rep- de repeti¢io

AVC -acidente vascular cerebral TSS- trombose de seio sagital
VRD- veia central da retina direita  SBC- sindrome de Budd Chiari
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Tabela 20. Niveis de PC encontrados na populagio estudada:

N PC N PC N PC N PC N PC
1 85 26 111 51 115 76 91 101 102
2 103 27 105 B} 120 77 120 102 95

3 77 28 129 53 130 78 80 103 135
4 80 29 79 54 105 79 135 104 140
5 80 30 85 55 90 80 110 105 138
6 100 31 30 56 35 81 110 106 79

7 100 32 95 57 70 32 100 107 135
8 73 33 120 38 104 83 145 108 90

9 70 34 116 59 120 84 90 109 120
10 98 35 105 60 30 85 100 110 124
11 104 36 85 61 120 86 105 111 85

12 114 7 80 62 30 87 131 112 110
13 115 33 95 63 79 88 119 113 135
14 127 39 95 64 105 89 90 114 105
15 38 40 95 65 85 90 105 115 101
16 130 41 110 66 79 91 135 116 90

17 100 42 120 67 90 92 90 117 130
18 100 43 115 68 85 93 115 118 115
19 85 44 30 69 72 94 80 119 100
20 140 45 115 70 110 95 30 120 30

11 80 46 95 71 80 96 120 121 115
22 120 47 90 72 130 97 100 122 130
23 82 48 85 73 131 98 110 123 120
24 125 49 110 74 130 99 118 124 85

25 115 50 105 13 90 100 135 125 130
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126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

1390

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149
150

80

i1

90

95

108

85

130

95

85

110

102

130

101

80

105

105

70

124

a5

120

110

105

120

50
105

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174
175

95

80

90

33

&7

82

75

70

90

95

88

90

124

80

32

110

75

82

102

102

131

131

102

110
109

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

1M

192

193

194

195

196

197

198

199
200

87

140

105

92

100

120

98

110

120

95

95

115

110

110

39

95

115

130

102

140

143

125

115

124
95

201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223

224
225

80

120

80

150

110

73

115

95

119

131

81

1135

145

90

100

105

131

119

90

104

125

91

115
30

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

4243

244

245

246

247

248

249
250

111

106

121

79

85

80 -

95

121

116

105

81

31

91

95

105

113

121

115

80

115

95

99

a5

110
115

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

105

90

90

73

73

32

79

90

90

100

91

74

84

82

110
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