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RESUMO

A proteina § humana € uma glicoproteina plasmatica vitamina K-dependente que
age como cofator ndo enzimdtico da proteina C ativada na Via Anticoagulante da
Proteina C. Além disso, a proteina S desempenha um papel independente da proteina

C ativada inativando os fatores V e X ativados.

A concentracdo plasmatica da Proteina S é reguiada por uma proteina de
ligacéo que atua na Via Classica do Complemento, a C4b. A proteina C4b forma
complexos inativos com aproximadamente 60% da proteina S total, e somente a
proteina § na sua forma livre pode exercer sua atividade de cofator da proteina C

ativada.

A deficiencia hereditaria de proteina S € uma causa comum de trombose venosa
recorrente, e ocorre pela diminuigdo da atividade anticoagulante da proteina S. E uma

doenga relativamente rara e tem padréo de heranga autossdmico dominante.

O gene que controla a produgdo da proteina S (PROST)} esta localizado no
cromossomo 3, préximo a regidc do centrdmero, na posicdo 3pi11.1 - 3q11.2. E
constituido por 15 exons e 14 introns, abrangendo uma regido de mais de 80 kb, que
origina um mRNA de 3,5 a 4,0 kb. Nesta mesma regido do cromossomo 3 ha um
pseudogene (PROS2) que possui 97% de homologia com a regido codificadora do gene

ativo.

De acordo com um “database” de mutacées no gene da proteina S, publicado
em 1997 por GANDRILLE et al., foram descritas 71 diferentes mutagSes de ponto

sendo 19,8% mutagbes nonsense, 65,3% mutacbes missense, 12,8% mutagbes em
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sitio de “spiicing” e 2% aboliam o codon de terminagdo natural da proteina. Foram
também descritas 16 diferentes insergGes/delegies e duas grandes delecSes. Um total
de doze polimorfismos raros foram descritos, incluindo o polimorfismo Heerlen, além de

um polimorfismo freqliente, o dismorfismo neutro CCA/CCG.

Os metodos de SSCP e CSGE possibitam o rastreamento rdpido e eficaz de
mutagées. O sequenciamento de DNA permite a determinac@o precisa da alteracdo
molecular responsavel pela doenca. No presente trabalho, estes métodos foram
empregados no estudo do gene da proteina S (PROST) de 8 pacientes com deficiéncia
de proteina S que apresentaram trombose espontanea. Outras deficiéncias que

predispbem a trombose foram avaliadas e néo detectadas nestes pacientes.

Com o emprego dessa estratégia metodologica foi possivel detectar e identificar
sete mutagbes de ponto em quatro dos oito pacientes estudados, incluindo uma
mutagcdo silenciosa, além de um polimorfismos em outro paciente. Das mutagdes

encontradas somente uma foi detectada pelo método de SSCP.

Considerando-se o quadro clinico/laboratorial dos pacientes estudados e a
analise familiar, os resultados deste estudo sugerem que as mutacbes identificadas
seriam responsaveis pela deficiéncia hereditaria de proteina S. A identificagdo das
mutacdes e sua correlacdo com o quadro clinico dos pacientes estudados neste

trabalho contribuem para a compreensao da relagéo estrutura-fungio desta proteina.

Também foram determinadas as frequéncias, em diferentes grupos da
populacédo brasileira (recém-nascidos, caucasodides, negrdides, indios e pacientes com

trombose) do polimorfismo Heerlen e do dismorfismo neutro CCA/CCG.

v



Os resultados obtidos nos diferentes grupos estudados, para polimorfismo
Heerten, n&o diferiram significativamente dos descritos anteriormente na literatura por
BERTINA et al.,1990. Este polimorfismo néo foi identificado em nenhum dos pacientes

estudados.

As frequéncias alélicas do dismorfismo neutro CCA/CCG ndo diferiram
significativamente dos descritos na literatura por DIEPSTRATEN, et al, 1991 e
GANDRILLE et al., 1995. Nossos resultados revelaram que na populacéo negréide
pode ter ocorrido um grau de miscigenacéo, ja que a freqléncia de heterozigotos foi
elevada. A populagdo indigena, apesar de ser considerada um isolado genético,
mostrou um predominio do genétipo heterozigoto. O polimorfismo CCA/CCG também
foi empregado para analise de segregacéo nas familias com deficiéncia de proteina S, e

mostrou-se informativo em trés familias analisadas.
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INTRODUCAO

Coaqulacdo Sangiiinea

O processo da coagulagdo sanguinea & formado por varias substancias
ativadoras, pelas plaquetas, e pelo endotélio vascular. A cascata da coagulacao
sanglinea humana ocorre através de uma série de interagdes enzimaticas, aceleradas
por cofatores que convertem precursores inativos, zimoégenos, em suas formas ativas,
culminando com a produgédo de trombina e coagutagdo do fibrinogénio (TUDDENHAM &

COOPER, 1994).

A coagulagao pode ser ativada por duas vias diferentes: pela via extrinseca,
gue ¢ iniciada pela liberago de fator tecidual dos tecidos adjacentes ao vaso lesado, ou
pela via intrinseca, que se inicia pela ligagéo do fator XIl a uma superficie ativadora, o
colageno exposto do subendotélio. Estas duas vias convergem em uma via comum,
apos a ativacéo do fator X. Em ambas as vias - extrinseca e intrinseca - uma série de
proteinas plasmaticas, os fatores de coagulagédo sanglinea, em sua grande maioria
formas inativas de enzimas protecliticas, s8o convertidas em sua forma ativa, e
desencadeiam as reacdes enzimaticas sucessivas, conhecidas como cascata da

coagutacéo (TUDDENHAM & COOPER, 1994) (Figura 1).
Via Intrinseca da Coagulagao
A Via Intrinseca se inicia quando o fator Xil se liga a superficies carregadas

negativamente (via de ativac@o por contato), como vidro, caolim, carbonato da bério,
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celite, asbestos, etc, in vitro, sofrendo um rearranjo e ficando mais suscetivel 4 ativagao
pela calicreina (TANS & ROSING, 1987). A calicreina cliva o fator Xll em dois sitios, e
estd presente na circulago como um zimégeno, a pré-calicreina, que por sua vez é
clivada pelo fator XII ativado e convertida em sua forma ativa, a calicreina. O inicio do
processo ainda nao € conhecido, ja que ndo se sabe se a conversdo da pré-calicreina
em calicreina é que ativa o fator XII, ou vice-versa. Uma vez gerado o fator Xll ativado,
este cliva o fator Xl, ativando-o. Esta reagéo ¢ facilitada pelo cininogénio de alto peso
molecular que se liga ao fator XIl e promove sua ligagdo a superficies carregadas
negativamente (KURACHI & DAVIE, 1977). O fator Xl ativado deixa a superficie a quai
estava ligado e ativa o fator IX. Nesta etapa forma-se um complexo trimolecular
constituido pelo fator VIH ativado, apds seu desligamento do fator de von Willebrand,
pelo fator X e o prdprio fator IX ativado. Na presenca de ions céicio e de uma superficie
plaquetéria, o fator VIl ativado acelera a ativagao do fator X peio fator IX ativado, sendo
conhecido como complexo tenase. O fator X, portanto € clivado pelo fator IX, resultando
no fator X ativado. A forma ativada do fator V, o fator X ativado e a protrombina (fator II)
formam outro complexo, denominado protrombinase. O fator V é clivado pela trombina
ou pelo fator X ativado. Com esta clivagem o fator V agora ativado, se liga a superficies
de plaquetas ativadas acelerando a ativagdo da protrombina pelo fator X ativado,
originando portanto trombina. Nesta etapa ha também necessidade de ions calcio livres.
A trombina participa da ativac&o dos fatores V, VII, VIt e Xl (“feedback” positivo), para a
rapida formag&o de grandes quantidades da prdpria trombina (MANN & LORAND,
1993) que atua sobre o fibrinogénio, liberando 4 pequenos fibrinopeptideos. Os
mondmeros de fibrina gerados se polimerizam formando a rede de fibrina que compde o

coagulo. Este coagulo ¢ relativamente instavel e é convertido na sua forma estavel pela



agao do fator XIll. O fator XllI circula na forma de um precursor inativo, que passa a sua
forma ativada quando é clivado pela frombina. O fator XIIl é a Gnica proteina ndo-serina
protease da coagulagio, sendo classificada como uma transamidase, que age
formando ligagdes covalentes e-(y-glutamil)lisina entre dois mondmeros de fibrina,
garantindo a estabilizag&o do coagulo. Esse mesmo fator promove a ligacdo de
proteinas plasmaticas como fibronectina e a2-antiplasmina as cadeias de fibrina,

resultando na incorporagéo das mesmas ao coagulo {LORAND et al., 1993).

Via Extrinseca da Coagulagido

A Via Extrinseca da coagulacéo leva somente alguns segundos para produzir o
codgulo, ao contrario da via intrinseca, que leva alguns minutos. Por ser acionada a
partir de um componente externc ao sangue, é chamada portanto de Via Extrinseca. O
fator responsavel pelo inicio da Via Extrinseca € o fator tecidual, uma apoproteina
integrada & superficie das membranas de diferentes tipos celulares, e particularmente
evidente nas células sub-endoteliais da parede vascular, cérebro e piacenta
(TUDDENHAM & COOPER, 1994). O fator tecidual, na coagulacéo, € totalmente ativo
na sua forma nativa, ndo necessitando de modificagbes para seu papel de cofator. lsto
somente & possivel ja que em condigbes normais ele ndo esta exposto na circulagéo. O
rompimento da parede vascular permite que o fator VIl presente no plasma se ligue aos
sitios do fator tecidual, originando o complexo fator Viiffator tecidual. Observa-se
também a formacdo de um complexo entre o fator VIl ativado e o fator tecidual, que
circula no sangue em menor proporgdo, e este complexo cliva o fator X da mesma

forma que € clivado no complexo tenase. O fator X ativado gerado a partir desta via é



responsavel pela ativagdo do fator VIl complexado com o fator tecidual, amplificando a
resposta do organismo aos danos do sistema vascular (RAO E RAPAPORT, 1988). O
complexo fator VIl ativadoffator tecidual ativa o fator IX gue quando ativado, age no
complexo tenase, na via intrinseca. O fator X ativado interage com o fator V ativado no
complexo protrombinase que & respohsével pela formacéo de trombina e polimerizagéo

dos mondmeros de fibrina.



V1A EXTRINSECA
VIA INTRINSECA Fator Xa -~ Trombina Dano Vascular
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Figura 1: Vias Intrinseca e Extrinseca da Coagulagédo Sangiiinea. A ativacao
da via extrinseca da coagulagdo ocorre apds dano vascular e exposigdo do fator
tecidual ao sangue. A via intrinseca se inicia a partir da ativac&o do fator X1l e também
pode ser iniciada quando a trombina gerada, levando a ativacio do fator XI. As duas
vias convergem na ativagao do fator X. Os fatores ativados s&o indicados pela letra “a”

(Xla, Xa, 1Xa, etc) e FL séo fosfolipidios. Retirado de DAVIE et al., 1991.



Mecanismos controladores da coagulacao

As células endoteliais que revestem as paredes dos vasos tém um papel ativo
nos mecanismos de anticoagulagdo: (i) produgdo de prostaciclina, um inibidor da
ativagdo plaquetdria, (ii) sintese do ativador do plasminogénio e seu inibidor, ambos
reguladores do sistema fibrinolitico, (iii) sintese de moléculas tipo-heparina, que
aumentam a inativagao das serina proteases pré-coagulantes, via antitrombina, (iv)
sintese de trombomodulina e proteina S, ambos reguladores positivos da Via
Anticoagulante da Proteina C (ESMON, 1987a; NAWROTH & STERN, 1987; ESMON,

1987b; ESMON & ESMON, 1984).

A coagulagdo sanglinea, em condigdes normais, € regulada por vdrios
mecanismos naturais de anticoagulagdo para a manutencdo da hemostasia e
integridade do sistema vascular. A presencga de moléculas regulatérias é essencial para
a manuten¢do da estabilidade da coagulagdo, que € controlada por diferentes inibidores
das proteases que atuam no processo de ¢oagulacio ou pela Via da Proteina C. Os
inibidores dessas proteases podem ser divididos em dois grupos principais: as serpinas
e as kuninas (SALVESEN & PIZZO, 1994), tendo como seus principais representantes
a antifrombina e o inibidor do fator tecidual (TFPI), respectivamente. Um terceiro
mecanismo de anticoagulagdo € a Via da Proteina C Anticoagulante. A importancia
dessas moléculas reguladoras € evidenciada pela tendéncia ac desenvolvimento de

tromboses, quando de sua deficiéncia (TUDDENHAM & COOPER, 1994).

Qutros inibidores plasmaticos de proteases como ¢ cofator Il da heparina, a «1-
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antiplasmina, a a2-antiplasmina, o inibidor do ativador do plasminogénio 1, o inativador
de C1, o inibidor da proteina C ativada e o inibidor da via extrinseca, tém papel

significativo na regulacio da coagulacéo sanglinea.

Inibidor da Via do Fator Tecidual (TFPI)

O inibidor do fator tecidual foi originalmente denominado inibidor da Via
Extrinseca por RAO & RAPAPORT (1987) e inibidor da coagulagdo associado a
lipoproteina (LACI - “Lipoprotein-associated coaguiation inhibitor’) por BROZE et al.
(1988). O TFPI € uma proteina que foi classificada, por sua estrutura, como um inibidor
do tipo Kunitz. Os inibidores desta familia — kuninas — atuam por um mecanismo comum
no qual o inibidor simula a forma do substrato da protease e subsequentemente
promove a clivagem desta enzima. Em termos cinéticos, os inibidores tipo Kunitz
tipicamente produzem uma inibicdo lenta, forte, competitiva e reversivel (BROZE et
al.,1990). O TFPI é um inibidor de serina protease que contém uma seqiéncia amino-
terminal acida seguida de trés dominios do tipo Kunitz e uma regido carboxi-terminal
basica (WUN et al., 1988). A ac&o do TFPI esta relacionada com a formagéo de um
complexo inibitorio com o fator X ativado. Este complexo se liga ao complexo fator
tecidual/ffator VIl ativado formandeo portanto um complexo inibitério quatemario com
perda da atividade catalitica do complexo fator V| ativadoffator tecidual (Figura 2). Dois
dos dominios tipo Kunitz estdo envolvidos neste complexo, um para a ligagdo com o
fator X ativado e outro para o fator VIl ativado, mas o terceiro € aparentemente

dispensavel (TUDDENHAM & COOPER, 1994).



Figura 2: Representagdo esquematica do Inibidor da Via do Fator Tecidual.
O TFPI forma um complexo inibitério com o fator Xa que se liga ao complexo FT/fator
Vlla levando a perda da atividade catalitica deste complexo. Os fatores ativados séo

indicados pela letra “a’ (Xa, Vila) e FT significa fator tecidual. Retirado de

TUDDENHAM & COOPER, 1994.



Antitrombina

O plasma humano contém um familia de inibidores de serina proteases,
conhecidos como serpinas, cuja fun¢éo € neutralizar enzimas ativas de varios sistemas
fisiologicos, como a coagulagéo, o sistema complemento e a fibrindlise, e limitar os

danos autopatologicos.

A serpina mais importante que atua na coagulagdo € a antitrombina. Esta
proteina forma um complexo estequiométrico com a trombina (fator lla) e também com
outras enzimas ativas da coaguiac&o (fatores Xla, 1Xa, Xa e o complexo fator Vlla/fator
tecidual). Uma vez formados, esses complexos sdo estaveis e totaimente inativos,
sendo removidos da circulagao (Figura 3). A taxa de formagéo desses complexos é
substanciaimente aumentada pela heparina mucopolissacaridica sulfatada. Uma regifo
especifica da antitrombina se liga a um dominio da heparina resultando em
modificagbes conformacionais que aumentam a interagdo da antitrombina com as
proteases alvo. A heparina se liga tanto a trombina quanto & antitrombina e deve ser
importante para a aproximac&o da protease com a serpina (TUDDENHAM & COOPER,

1994).

Via Anticoagulante da Proteina C

A formaco de trombina também tem um papel importante na anticoagulacéo ja
que esta participa da Via Anticoagulante da Proteina C. Nesia etapa é necesséria a
presenga de um receptor, a trombomoduling, que é expresso na superficie das células

endoteliais e tem alta afinidade pela trombina (ESMON, 1987b; ESMON & OWEN,
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1981). Quando a trombina se liga a esse receptor, sua atividade procoagulante é
perdida e ao mesmo tempo, esse complexo trombina-trombomuduling ativa a
anticoagulacdo através da ativagdo do zimdgeno da proteina C em uma potente serina
protease anticoagulante, a proteina C ativada, com especificidade pelos fatores V e Vil
ativados, dando inicio a Via Anticoagulante da Proteina C (ESMON & OWEN, 1981;

ESMON & ESMON, 1984) (Figura 3).

A proteina C ativada € uma serina protease vitamina K-dependente que exerce
sua atividade anticoagulante na presenga de ions célcio e fosfolipidios carregados
negativamente, para entdo degradar proteoliticamente os fatores pré-coagulantes V
ativado (KISIEL et al., 1977) e VIl ativado (VEHAR & DAVIE, 1980). Além disso, essa
enzima estimuia a fibrindlise, provavelmente tanto pela diminuicdo da atividade do
inibidor do ativador do plasminogénio (produzido pelas plaguetas), quanto pela redugio

nos niveis de formagéo de trombina (COMP & ESMON, 1981).

Notou-se que a atividade anticoagulante e pré-fibrinolitica da proteina C podia
ser aumentada na presenca de uma outra proteina vitamina K-dependente: a proteina S
(WALKER, 1980; GARDINER et al., 1984, WALKER, et al., 1987; DE FOUW, et

al.,1986).
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lla Coagulo antitrombina
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Figura 3: Representagido esquematica das Vias Anticoagulantes da
Antitrombina e Proteina C e 8. O balan¢o hemostatico € direcionado em favor da
anticoagulagio quando o endotélio esta intacto devido a ambas Vias Anticoagulantes
serem mantidas por moléculas na superficie das células endoteliais. Os fatores ativados
sd0 indicados pela letra “a’ (Vllla, Va, lla, etc). A letra *" indica que os fatores Vllla e Va
foram inativados pela PCA (proteina C ativada) na presenca da proteina S. Retirado de

APPLEBY & OLDS, 1997.
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Proteina S

Sintese

A proteina S ¢ sintetizada principaimente pelos hepatdcitos (FAIR & MARLAR,
1986), mas também pelas células endoteliais (FAIR et al,, 1986; STERN et al., 1986a),
pelas celulas testiculares de Leydig (MALM, et al., 1994), pelos megacaridcitos

(SCHWARZ et al., 1985; OGURA et al., 1987) e no cérebro (HE et al., 1995).

A concentracéo da proteina S total no plasma humano é de aproximadamente
20 a 25 pg/mi (0,26 a 0,33 uM), em individuos normais (BERTINA et al.,1985). A
reducéo dos niveis plasmaticos de proteina S em individuos com doenca hepética
(BERTINA et al.,1985) foi consideravelmente menor do que a redugdo de outras
proteinas plasmaticas vitamina K-dependentes, sugerindo sitios extra hepéticos para a
sintese de proteina S, mencionados anteriormente. A concentracdo de proteina S é 10
a 15% mais alta no sexo masculino, e a concentracdo aumenta em ambos os sexos

com a idade (SCHWARZ et al.,1986).

As superficies das células endoteliais e plaquetas s&o sitios de reguiacéo da via
da proteina C anticoagulante e a sintese da proteina S por essas duas células pode
evidenciar o papel das células endoteliais (STERN et al., 1986b) e das plaquetas

(HARRIS & ESMON, 1985) na localizac&o dos processos de anticoagulagéo.
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Estrutura

A proteina S humana € uma glicoprotefna plasmética, vitamina K-dependente.
Seu peso molecular, calculado pela composicdo dos aminoacidos, é de 70.690 Da. A
proteina S foi identificada pela primeira vez em 1977 pela adsorgdo com sulfato de
bario, um método classico para isolar proteinas vitamina K-dependentes (D1 SCIPIO et
al, 1977). Ao mesmo tempo uma proteina similar foi isolada de plasma bovino (DI

SCIPIO & DAVIE, 1979; STENFLO & JONSSON, 1979).

A identidade entre as seqUéncias de acidos nucléicos da proteina S humana e
bovina & de 87,5%, e da sequéncia de aminoacidos é de 81,6%. A funcionalidade da
proteina S € espécie-especifica, isto &, a proteina S humana ndo funciona como cofator

na via da proteina C bovina (WALKER, 1981a; DAHLBACK, 1986).

A proteina S humana é sintetizada a partir de uma proteina precursora com 676
aminoacidos que pode ser considerada um mosaico, ja que é composta por unidades
protéicas ou modulos que s&o estruturaimente e funcionalmente distintos (PATTHY,
1985): um peptideo sinal, uma regido vitamina K-dependente, um pequeno “loop’
sensivel a clivagem pela trombina, um dominio homélogo ao fator de crescimento
epidérmico e um dominio homdlogo a globulina de ligacdo de horménios esteréides

(Figura 4).

A proteina S € uma glicoproteina de cadeia Unica, com aproximadamente 7,8%
do seu peso molecular total constituido de carboidratos. Durante o processamento pds-

traducional, trés tipos de aminoacidos s&o modificados na protefna S humana (Glu, Asp
14



e Asn), bem como sdo adicionadas cadeias laterais de carboidratos N-ligadas (DI
SCIPIO et al.,, 1977, DI SCIPIO & DAVIE, 1979; STENFLO & JONSSON, 1979). A
proteina S contém 11 residuos de &cido y-carboxiglutamico (Gla) (DAHLBACK et al.,
1986a) e quatro residuos de acido aspartico (Hya) / asparagina (Hyn) B-hidroxilados

(FERNLUND & STENFLO, 1983; STENFLO et al., 1987) (Figura 4).
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Figura 4: Representagdo esquematica da estrutura secundaria da proteina
S humana. A proteina § humana é uma molécula de cadeia Unica com 635
aminoacidos, composta de diferentes modulos. O sitio de clivagem & trombina (lla), que
€ conservado na proteinga S humana e bovina, estd detalhado. As posigdes dos
residuos Hya e de trés residuos Hyn s@o mostradas. A proteina S humana contém 11
residucs Gla (Y) e trés potentes sitios de glicosilacdo N-ligados (V). Retirado de

DAHLBACK et al., 1986b.
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1. O peptideo sinal

As proteinas vitamina K-dependentes tem uma seqéncia lider que consiste de
um peptideo sinal, ou prepeptideo, e um pequeno propeptides, que foi primeiramente
identificado pelo isolamento do cDNA codificador para a molécula de fator IX humano
(KURACHI & DAVIE, 1982). As sequéncias sinalizadoras, pré- e propeptideo,
compostas por 41 aminoacidos, sdo removidas da molécula, por clivagem proteolitica,

antes da secre¢io da proteina S madura para a circulagao.

O peptideo sinal (residuos —41 a -18) contém uma sequéncia hidrofébica,
responsavel pelo transporte da proteina através do reticulo endoplasmatico
(GIERASCH, 1989). O peptideo sinal é encontradoc em todas as proteinas secretdrias
de procariotos e eucariotos. Esse peptideo consiste de trés estruturas em forma de

bloco: uma extremidade amino-terminail basica, uma regido hidrofébica central @ uma

regido carboxi-terminal polar (VON HEYNE, 1986).

O propeptidec contém muitos residuos (Phe™®, Ala™®, Leu® Arg') que sao
conservados na regido propeptidica da maioria das proteinas vitamina K-dependentes.
Devido & conservagdo de muitos desses residuos no propeptideo das proteinas da
coagulacéo vitamina K-dependentes e no esqueleto da proteina Gla, ha hipbtese de

que ele esteja envolvido no processo de y-carboxilagcdo (PAN & PRICE, 1985).

O aminoécido —17 da cadeia propeptidica (residuos Asn—17 a Arg—1) contém
um sitio que é necessario para o reconhecimento pela y-carboxilase vitamina K-

dependente, responsavel pela y-carboxilagdo. Esse sitic de reconhecimento é
17



homologo a estruturas correspondentes em outras proteinas vitamina K-dependentes.

ll. A regido vitamina K-dependente

A proteina S madura consiste entdo de 635 aminoacidos e se inicia com uma
sequéncia de Ala-Asn-Ser (Alanina-Asparagina-Serina) (DAHLBACK et al., 1986a:
LUNDWALL et al., 1986; HOSKINS et al., 1987, PLOOS VAN AMSTEL et al., 1987a).

A regido vitamina K-dependente das proteinas vitamina K-dependentes,
protrombina (DEGEN et ai., 1983), fator VII (HAGEN et al., 1986), fator IX (VON HEINE,
1986), fator X (LEYTUS et al., 1986), proteina C (FOSTER & DAVIE, 1984; LONG et al.,
1984), proteina Z (HOJRUP et al., 1982), proteina § (HOSKINS et al., 1987, PLOOS
VAN AMSTEL et al., 1987b), da matriz da proteina Gla (PRICE et al., 1987) e do
esqueleto da proteina Gla (PAN & PRICE, 1985) demonstram alta homologia. Com o
isolamento dos ¢cDNAs que codificam para essas proteinas verificou-se que todas elas

sdo sintetizadas como precursores que contém um peptideo sinal que é clivado.

A porgdo amino-terminal da proteina madura é composta por um dominio Gla
(acido glutamico y-carboxilado) formado pelos residuos Ala 1 a Thr 37. Esse dominio
contém 11 acidos y-carboxiglutamicos modificados pds-traducionalmente (residuos Gla)
onde se ligam multiplos ions célcio, formando uma estrutura estavel que possui alta
afinidade por fosfolipidios da membrana carregados negativamente (SCHWALBE et al.,

1990; NELSESTUEN et al., 1978; SCHWALBE et al., 1989).

Modificagdes quimicas nos residuos de acido giutamico da proteina S levam a
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perda ndo sd da capacidade de liga¢éo a fosfolipidios, bem como da atividade de
cofator (WALKER, 1986a). Dentre as proteinas vitamina K-dependentes, a proteina S é

a que tem maior afinidade por fosfolipidios carregados negativamente.

Em todas as proteinas da coagulagdo, apos o dominio Gla hé um pequeno
trecho hidrofébico com alta concentragéo de residuos aromaticos (residuos 38 a 45)

ent&o chamada de regido hidrofobica.

Esses dois dominios estdo presentes em todas as proteinas vitamina K-
dependentes, enguanto que, um outre dominio, chamado de regido sensivel a trombina

(residuos 46 a 75), esta presente somente na proteina S.

. A regiao sensivel a trombina

A regido sensivel a trombina forma um dominio que contém dois residucs de
cisteina (Cys 47 e 72) ligados por uma ponte de dissulfeto. Neste “loop” duas pontes
peptidicas (Arg 70-Ser 71 e Arg 49-Ser 50) sdo sensiveis a protedlise pela trombina
(MEWJER-HUIZINGA et al., 1994; CHANG et al., 1994a). Quando essas pontes sio
clivadas pela trombina, o dominio Gla permanece ligado ao restante da molécula da
proteina S pela ponte de dissulfeto (Cys 47-Cys 72). A clivagem pela trombina de 2 Arg-
Ser/Ala na segunda volta de dissulfeto, resulta na liberagdo de um peptidec contendo
os residuos 53 a 70. Assim, o dominio Gla nd&o pode mais adquirir a conformagao
mediada pelos fons calcic na concentragao fisioldgica, que & necessaria para sua
atividade biologica, a proteina S ndo pode se ligar aos fosfolipidios, e sua atividade

como cofator da proteina C ativada é perdida (SUZUKI et al., 1983; WALKER, 1984).
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Isto sugere que este “loop” sensivel & trombina esta intimamente envolvido no
dobramento do dominic Gla (DAHLBACK, 1983a; DAHLBACK et al., 1986b) e na

interacéo com a proteina C ativada (DAHLBACK et al., 1990a).

Em concentracdes fisiologicas de Ca>* (por volta de 2mM), a proteina S clivada
pela trombina ndo se liga a fosfolipidios da membrana carregados negativamente,
enquanto numa concentragao de Ca®* cinco vezes mais alta, a proteina S se liga a
fosfolipidios com a mesma afinidade da proteina S ndo clivada (SCHWALBE et al,
1989). Esta observagdo sugere que a regidc sensivel & trombina interage com a
proteina C ativada na superficie fosfolipidica; uma interagdo confirmada por achados

experimentais que utilizaram anticorpos monoclonais (DAHLBACK et al., 19903).

V. Os dominios EGF

A proteina S é a unica entre as proteinas vitamina K-dependentes que contém
quatro dominios tipo EGF (homdloge ao fator de crescimento epidérmico), que séo
formados pelos residucs 76 a 242 e s&o adjacentes a regido sensivel a trombina. Esses
dominios s&o homdblogos a sequéncia repetida rica em cisteina, composta de cingienta

amino&cidos presente no precursor do EGF de rato (DOQLITTLE et al., 1984).

O dominio EGF-1 contém um residuo de Asp p-hidroxilado (&cido B-
hidroxiaspartico - Hya, residuo 95), enquanto os outros trés dominios contém um
residuo de Asn [-hidroxilado (B-hidroxiasparagina - Hyn, residuos 136, 178, 217)
(STENFLO et al.,1987). O sucesso da hidroxitagdo ocorre somente quando esses
residuos estéo localizados dentro de uma regido consenso CysXAsp/AsnXOO((Phe/Thr

XCysXCys (STENFLO et al., 1988). No entanto, esses residuos néo sdo exigidos para a
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atividade de cofator da proteina C, ou mesmo para a liga¢do com a proteina C4b

(NELSON et al., 1991).

Os dominios EGF sao comuns entre varias proteinas, mas sua fungdo ainda é
desconhecida. Parece estar envolvido nas interacbes proteina-proteina. QO efeito
anticoagulante da proteina C pode ser inibido por um fragmento isolado da proteina C
bovina que contém o modulo Gla e dois dominios EGF, sugerindo que a interacio entre
a proteina C ativada e seu cofator, a proteina S, pode ocorrer através do dominio EGF
(OHLIN et al., 1990). Também, utilizando-se um anticorpo monoclonal diretamente
contra a regido homéloga a EGF da proteina C, inibiu-se a interagdo entre a PC ativada
e a proteina S (OHLIN et al., 1988). A formagéo do complexo trombina-trombomodulina,
o primeiro evento da Via da Proteina C Anticoagulante, parece ocorrer pela interagéo da

trombina com o quinto e sexto dominios EGF da trombomodutina (SUZUKI et al., 1989).

O efeito estimulante do caicio na ligagdo entre a proteina S e a proteina de
ligacdo C4b sugere que 0s modulos tipo EGF da proteina S podem estar envolvidos
nesta interacdo. Os mddulos tipo EGF que contém Hyn tém altissima afinidade por Ca®*
nos seus sitios de ligacdo (Kd abaixo do nivel nanomolar) (DAHLBACK et al., 1990b). A
ligacdo com Ca® é importante para a resisténcia da proteina S & protedlise pela
trombina e manutencéo de sua conformacdo nativa. Isto também parece ser importante
para a interagdo com & proteina de ligagéo C4b, porque a afinidade de interagéo
aumenta 100 vezes na presenga de concentragGes micromolares de caicio (DAHLBACK

et al., 1990c; SCHWALBE et al., 1990).
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V. A regido SHBG

A metade carboxi-terminal da proteina S é formada por uma grande sequéncia
homdloga a globulina de ligagado de hormdnios esterdides - SHBG (sex hormone binding
globulin) (GERSHAGEN et al., 1987, GERSHAGEN et al., 1991; BAKER et al., 1987).
Esse moédulo contém dois pequenos “loops” formados por duas pontes internas de
dissulfeto (Cys 408 a Cys 434 e Cys 537 a Cys 625) e ndo liga esterdides, mas, por
outro lado, contém pelo menos dois potentes sitios de interagdo com a proteina de
ligagdo C4b (residuos 420 a 433 e 583 a 635) (NEL.SON & LONG, 1992; FERNANDEZ
et al., 1993; FERNANDEZ & GRIFFIN, 1994; CHANG et al., 1994b).

A regido SHBG também sofre modificagbes pds-traducionais ja que no centro
desta regi&o s&o encontrados irés potentes sitios de glicosilagdo em residuocs de
asparagina agrupados (Asn 458, 468 e 489), mas nao se sabe se todos sdo ocupados
por cadeias laterais de carboidratos (WALKER, 1889). A por¢cdo carboxi-terminal da
regido SHBG é importante para a ligacéo da proteina S com a proteina de ligagdo C4b

€ para sua atividade anticoagulante junto a proteina C ativada.

Baseado em resultados experimentais usando peptideos sintéticos, sugeriu-se
que os residuos 605 a 614, situados dentro do “loop” entre Cys 597 e Cys 625 contém o
sitio para a ligagao da proteina C4b. Um mutante em que toda essa regido foi deletada
ainda se liga a proteina C4b, embora com afinidade menor que a da proteina S nativa
(CHANG et al., 1991). Este achado sugere que a iocalizagdo do sifio de ligacdo da
proteina C4b esta na regido Cys 597 a Cys 625, mas indica que a ligacao pode ser

compiexa e envolve mais de um sitio da molécula da proteina S. Isto também sugere
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que o sitio de ligacéo para a proteina C4b esta localizado préximo do meio do médulo

tipo SHBG (FERNANDEZ & GRIFFIN, 1991).

Funcédo

A proteina S humana funciona como cofator ndo enzimético da proteina C
ativada, que atua na inibicado dos fatores V e VIl ativados. Ela forma um complexo
estequiométrico 1:1 com a proteina C ativada, em superficies fosfolipidicas, na
presenca de ions calcio (WALKER, 1981b). A proteina S exerce seu papel de cofator
aumentando em 10 vezes a afinidade da proteina C ativada pelas membranas
fosfolipidicas, que normalmente € muito baixa (NELSESTUEN et al., 1978). A formacéo
deste complexo ocorre em superficies lipidicas, como as células endoteliais (STERN et
al., 1986b;, HACKENG et al,, 1993), plaquetas (SUZUKI et al, 1984, HARRIS &

ESMON, 1985) ou microparticulas plaquetarias (DAHLBACK et al., 1992).

O mecanismo de inibicdo do fator V ativado foi extensivamente estudado pela
resisténcia a proteina C ativada devido a mutagdo de ponto que resuita na troca do
residuo Arg 506 por GIn (Fator V de Leiden) (BERTINA et al., 1994). A inativacéo do
fator V ativado ocorre numa reag¢&o bifasica, com a clivagem rapida no residuc Arg 506
seguida de uma clivagem lenta em Arg 306. A primeira clivagem afeta parcialmente a
atividade do fator V ativado sendo que a inativacdo completa € conseguida apds a
segunda clivagem. A proteina S estimula drasticamente a segunda fase do processo de
inativagéo ja que sua interagdo com a proteina C resulta num aumento de 20 vezes na

hidrolise de Arg 506 do fator V ativado (ROSING et al., 1995) (Figura 5a).
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O mecanismo de inibicéo do fator Vill ativado pela proteina C ativada também é
bifasico, com clivagens no residuo Arg 562 e uma clivagem subseqliente em Arg 336. A
inativagdo do fator VIl ativado pela proteina C ativada é aumentada na presenca da
proteina S e do fator V (mas ndo do fator V ativado); essas duas proteinas agem
sinergicamente como cofatores para esta reagéio (SHEN & DAHLBACK, 1994) (Figura
5b).
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intermedio de um cofator, a proteina S. A proteina C é ativada pela trombina ligada &

trombomodulina. Retirado de AIACH et al.,1997.
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Mais recentemente foram demonstradas outras funces da proteina S,
independentes da Proteina C ativada. Neste caso, a proteina S inibe a atividade
protrombinase nas células endoteliais e plaguetas. Nas células endoteliais, a proteina S
clivada pela trombina bem como a proteina S em complexo com a proteina de ligacdo
C4b inibiram a atividade protrombinase da mesma forma que a proteina S nativa. Em
ensaios de ligacdo em fase solida foi observada somente a ligag&o da proteina S livre
diretamente com o fator V e fator V ativado. Também foi observada uma inibicio direta
da atividade do fator X ativado tanto pela proteina S livre quanto por sua forma ligada
com a C4b. A proteina S clivada pela trombina perde sua atividade inibitdria, sugerindo
que as mudancas conformacionais induzidas pela clivagem no “loop” sensivel a
trombina resultam na perda do sitio de ligacdo da proteina S com o fator X ativado

(HACKENG et al., 1994).

A inibicdo do complexo protrombinase pelas diferentes formas da proteina S &
um importante mecanismo de regulacdo de formag¢éo de trombina na coagulagio
sanglinea. A importancia da acé@o anticoagulante da proteina S, independente da
proteina C ativada, foi verificada pela adicao da proteina a um plasma normal, que
resultou no prolongamento do tempc de coagulagdo no ensaio do tempo de

tromboplastina parcial ativada diluida (TTPAd) (HACKENG et al., 1994).

O efeito anticoagulante da proteina S pode ser tambem explicado pela sua
interferéncia na ligagao dos complexos tenase e protrombinase de se ligarem aos
fosfolipidios da supetficie das membranas. A alta afinidade de interacao da proteina S
por essas superficies € essencial para sua atividade anticoagulante direta e a inibicéo

dos complexos tenase e protrombinase pela proteina S é uma consequéncia da
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ocupagao das superficies fosfolipidicas pelas moléculas de proteina S (VAN WIJNEN et
al.,1996). Sua ligagéo as superficies de membranas também é essenciai para sua
atividade de cofator da proteina C ativada, sendo que pelo menos duas regides da
proteina S (dominio Gla e regido sensivel a trombina) estio envolvidas na expressao de

atividade de cofator (HACKENG et al., 1993).

Assim o papel da proteina S é de um anticoagulante, tanto por sua acéo direta,
como participande da Via Anticoagulante da proteina C, e sua deficiéncia predispbe a

fendmenos tromboembdlicos (ENGESSER et al., 1987).

Interacdao com a proteina de ligagéo C4b

A proteina § circula no plasma em duas formas: 40% esta na forma livre e os
B0% restantes formam um complexc com a proteina de ligagdo C4b, uma grande
glicoproteina plasmatica multimérica (570 kD) que atua na reguiacéo da via classica do
complemento (DAHLBACK & STENFLO, 1981; DAHLBACK, 1991). A interagéo entre a
proteina S e a proteina de ligagdo C4b é néo covalente, na proporcédo 1:1 e reversivel
(DAHLBACK, 1983a; DAHLBACK, 1983b; NELSON & LONG, 1991; NELSON & LONG,
1992). O Kd é de aproximadamente 107 M na auséncia de calcio, e aproximadamente
5x10"° M na sua presenca (DAHLBACK et al., 1990b; SCHWALBE et al., 1990). O
cdlcio aumenta principalmente a taxa de associagdo, enquanto que a taxa de
dissociagio, tanto na presenca como na auséncia de caicio, € baixa. Apesar do efeito
potencializador do célcio na afinidade entre a proteina S e a proteina C4b, a média de
proteina S livre para se ligar é similar no plasma e no soro, indicando que outros fatores

estfo envolvidos na regulagéo da interagdo da proteina S com a proteina C4b in vivo
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(DAHLBACK et al., 1990c). Esta idéia baseia-se em casos de deficiéncia hereditaria de
proteina 8, caracterizados por concentragfes normais de proteina S total e niveis
subnormais de proteina S livre (COMP et al., 1984; COMP et al., 1986a; CHAFA et al.,

1989, IJIMA et al., 1989; LAUER, 1990).

Uma vez formado o complexc com uma sub-unidade da proteina C4b, a
molécula de proteina S perde sua atividade. Somente a proteina S na sua forma livre é
biologicamente ativa e pode exercer sua atividade de cofator da proteina C ativada
(DAHLBACK, 1986). Deste modo a proteina C4b funciona também como um regulador

da Via da Proteina C Anticoagulante.

Também foram identificadas outras proteinas que atuam na regulagao da via da
proteina C anticoagulante. A propria proteina C ativada, a calicreina, a a-quimiotripsina

e o veneno de Agkistrodon contortrix contoririx, em altas concentraces, e

principalmente a trombina, podem clivar a proteina S dentro do “loop” de dissulfeto, na
regido sensivel a trombina (DAHLBACK, 1983¢c; WALKER, 1984; MORITA et al., 1986;
SUZUKI et al.,1983). A clivagem da proteina S reduz a capacidade de ligagdo com ions

calcio nas superficies fosfolipidicas, e ha perda da sua atividade de cofator.

No plasma bovino foi identificada uma proteina de ligagéo que forma complexos
com a proteina S, que, em contraste a proteina C4b, aumenta a atividade de cofator da
proteina S bovina (WALKER, 1986b). Contudo ndo foi identificada nenhuma atividade

deste tipo para a proteina S humana.

Recentemente foi sugerido que os residuos 447 a 460 da proteina S constituem
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uma regido importante para a interacdo com a proteina de ligacdo C4b. Este achado
pode ter implicagbes para os pacientes que sofrem de trombose por diminuicio de
proteina S livre, ja que € possivel “desenhar’ drogas que interrompem a ligagdo da

proteina S com a proteina C4b (LINSE et al., 1997).

Os genes da proteina

O genoma humano contém dois genes da proteina S: PSa e PSB. Somente o
gene PSa (ou PROST) é expresso, enquanto o gene PSB (ou PROS2) é um
pseudogene (SCHMIDEL et al, 1980; PLOOS VAN AMSTEL et al., 1990,
EDENBRANDT et al.,, 1990). Ambos os genes estdo localizados no cromossomo 3,
proximo a regido do centrébmero (banda 3p 11.1-3g11.2) (PLOOS VAN AMSTEL et al.,
1987a; WATKINS et al.,1988; LONG et al., 1988), e estdo a uma distancia de 4 centi

Morgan um do outro (PLOOS VAN AMSTEL st al., 1989a).

A identidade entre a seqléncia dos exons dos dois genes & de 97%, e entre os
introns é de 95,4%. O gene PROST tem mais de 80 kb de comprimento e contém 15
exons e 14 introns, 0s quais contém seis seqléncias repetidas “Alu”. Somente o
PROST é transcricionalmente ativo; toda a proteina S encontrada na circulacio §é,

portanto, produto do gene PROST (PLOOS VAN AMSTEL et al., 1988).

QO PROSZ é um genuino pseudogene, ja que perdeu o sitio de inicio da
transcricdo (metionina), tem mutagdes em sitios de “splicing”, “stop codons” e mutacdes
“frameshift’ (PLOOS VAN AMSTEL et al., 1990). O PROS2 tem mais de 55 kb de

comprimento € mostra auséncia do exon 1, bem como muitas substituicbes de
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nucleotideos na parte codificadora do gene como insergdes e delecdes resultando em
mutaces "frameshift" no exon 10, e também em "stop codons" (codons 61, 299, 410 e
522 do gene PROST), impedindo a presenga de um quadro aberto de leitura
(SCHMIDEL et al., 1980; PLOOS VAN AMSTEL et al.,, 1990; EDENBRANDT et al.,

1980).

A estrutura primaria da proteina § humana foi determinada por clonagem de
¢DNA. O tamanho do mRNA esta entre 3,5 a 4,0 kb, incluindo dois sinais de

poliadenilagdo na extremidade 3' (HOSKINS et al., 1987).

Trés tipos de mRNA foram isolados (LUNDWALL st al., 1986; HOSKINS et al.,
1987, PLOOS VAN AMSTEL et al., 1987b). O maior deles tem aproximadamenie 4 kb e
contém uma regi&o 5 ndo traduzida (112 pb da regido 5 do exon 1), a regido
codificadora de proteina (correspondente & extremidade 3’ do exon 1, exons 2 a 14 e
uma parte 5’ do exon 15) e uma regido 3’ néo traduzida de 1139 pb (HOSKINS et al.,
1987; SCHMIDEL et al., 1990). A regido regulatoria do gene da proteina S ainda nao

esta definida (HALL et al., 1995).

O alto grau de homologia enire os dois genes da proteina § indica que a
duplica¢éo de um gene ancestral da proteina S provaveimente aconteceu recentemente
na escala evolucionaria (10 a 30 milhdes de anos atras), durante a evolugdo dos
primatas. Essa duplicag@o parece ter ocorrido apods a ramificac@o entre os gorilas e os
orangotanges (13 a 17 miihdes de anos atras), baseado em estimativas de indices de
substituicdo de nucleotideos e na observagcio de que gorilas e chimpanzés, como o

homem, tém 0s dois genes, enquanto 0s macacos verdes africanos, macacos Rhesus e
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orangotangos tém apenas um (PLOOS VAN AMSTEL et al., 1920).

A extens&o da divergéncia entre os genes PROST e o PROS2 indica que ndo
foi exercida nenhuma presséo seletiva para prevenir a ocorréncia de mutagées no gene
PROS2. Ha uma hipdtese de que logo apds o momento da duplicagdo do gene
ancestral da proteina S, um dos dois genes foi silenciado (PLOOS VAN AMSTEL et al.,

1990).

A estrutura dos genes das proteinas vitamina K-dependentes mostra que os
dominios estruturais dessas proteinas refletem a organizacdo intron-exon desses
genes. Cada exon codifica para uma unidade funcional ou estrutural da proteina

(PLOOS VAN AMSTEL et al., 1990) (Figura 6).

A regido do gene da proteina S que codifica a regido 5 nado-traduzida, o
propeptideo e a regido vitamina K-dependente da proteina S é organizada similarmente
as regides correspondentes dos precursores de serina proteases vitamina K-
dependentes (fatores VI, IX, X, proteina C e protrombina). Os introns dos genes dessas
seis proteinas vitamina K-dependentes estdo em mesma fase e localizados em
posicbes idénticas. Desse modo pode-se dizer que a organizacdo dos exons
corresponde aos dominios estruturais dessas proteinas. O prepeptideo que esta
envolvido no transporte da proteina pelo reticulo endoplasmatico é codificado pelo exon
1. O propeptideo que contém um sitio de reconhecimento para a y-carboxilase e o
dominio Gla, que contém residuos de acido glutamico que s@o o substrato para a
carboxilase, sdo codificados pelo exon 2. O pequeno trecho de residucs aromaticos,

localizados proximo ao dominio Gla, € codificado por um exon separado (exon 3) nas
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seis proteinas vitamina K-dependentes. Apds o trecho de residuos aromaticos, a
proteina S tem uma regido sensivel a protedlise pela trombina. Dentre as proteinas da
coagulagdo esta regiio é encontrada somente na proteina S, sendo codificada pelo
exon 4 e flanqueada por introns de fase 1. Os quatro dominios EGF da proteina S sédo
codificados por exons separados (exons 5 a 8). A fase e posicdo dos introns que
separam esses exons sdo idénticas aos dos genes dos fatores VII, IX, X e proteina C,
que contém dois dominios EGF cada um. A protrombina perdeu as estruturas EGF e no
seu [ugar ha dois dominios Kringle. Um intron de fase O separa o exon que codifica o
quarto dominio EGF da proteina S dos exons que codificam a regido homdloga a SHBG
(globulina de ligag&o de hormonios esterdides). Os genes das serina proteases vitamina
K-dependentes mostram, nesta posicao, os exons responsaveis por codificar o peptideo
de ativagdo e o dominio serina protease catalitico. A regi&do SHBG da proteina S

humana ¢ codificada pelos exons 9 a 15 (PLOOS VAN AMSTEL et al., 1990) (Figura 6).

A regiac codificadora do dominio SHBG & homdéloga aos genes codificadores
da ABP (proteina de ligagdo de androgenos) de rato e da SHBG humana. Esses genes
demonstram uma organizagdo intron-exon homdloga ao gene da proteina S. As
posicbes e fases dos introns sdo similares entre os exons 2 a 8 dos genes ABP e
SHBG, e os exons 9 a 15 do gene da proteina S. E interessante notar que os pequenos
“loops” formados pelas pontes internas de dissulfeto sao codificados por um Unico exon
e 0s trés potentes sitios de glicosilagéo N-ligados s&o também codificados por um exon

separado (PLOOS VAN AMSTEL et al., 1990).
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Figura 8: Representacio esquematica dos exons do gene da proteina S.
Os exons s&o numerados de | a XV e estdo desenhados de acordo com o tamanho. As
partes em cinza indicam as regides 3’ e 5 n&o traduzidas do mRNA. 5’ UT - regido 5
nao traduzida, PRE — prepeptideo; PRO — propeptideo, GLA — dominio Gla: AS —
sequéncia de residuos arométicos; TSR — regido sensivel a trombina;, EGF — regido
homologa ao fator de crescimento epidérmico; SHBG — regido homéloga a globulina de
ligagdo de hormonios esterdides; 3' UT — regido 3’ ndo traduzida. Retirado de PLOQOS

VAN AMSTEL et al., 1990.
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Os trés tipos de fase de introns estdo presentes na regido codificadora do
dominio SHBG (0, II, 0, 0, |, 0, 1, respectivamente). Ha uma hipétese de que o emprego
néo-aleatdrio de diferentes fases de introns € um indicio da “montagem” de um gene ter
ocorrido por embaralhamento dos exons. Este processo, através do qual novos genes
devem ser formados, necessita de médulos de mesma fase. A ocorréncia das trés fases
de introns na regido codificadora do dominio SHBG do gene da proteina S parece
sugerir que esta regido n&o foi “montada’ por embaralhamento dos exons e sim que
esta regifo inteira (exons 9 a 15) deve ser considerada como um mddulo dnico (PLOOS

VAN AMSTEL, et al., 1990).

A organizagao intron-exon do gene da proteina S refiete a divisdo estrutural dos
dominios protéicos e pode ser considerada o produto de um processo evolutivo de
“‘montagem”. Os exons 1 a 8 da proteina S, que codificam mddulos bem determinados,
como o peptideo sinal, o dominio Gla e o0s dominios EGF, reuniram-se por
embaralhamento de exons, os quais também codificam unidades protéicas
estruturaisffuncionais de outras proteinas da coagulagdo vitamina K-dependentes
(exceto o exon 4), e foram colocados “upstream” aoc gene ancestral da proteina de

ligagdo de hormdnios esterdides (PLOOS VAN AMSTEL, et al., 1920).

Ja foram descritas as sequéncias dos cDNAs da proteina S bovina (DAHLBACK
et al., 1986b), de coelho, de porco, de macaco Rhesus (GREENGARD et al., 1995) e de
camundongo (LU et al., 1994). Eles compartilham em cerca de 59% de homologia da

seqliéncia de aminoacidos.

Com a publicacdo do primeiro “database” de mutagbes no gene da proteina S,
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foram encontradas 126 mutagGes e 19 polimorfismos. Denire estas mutacdes, 71 eram
diferentes mutacSes de ponto, sendo que 19,8% eram mutagdes nonsense, 65,3%
eram mutacdes missense, 12,8% eram mutagdes em sitio de “splicing” e 2% aboliam o
codon de terminacdo natural da proteina. Dentre estas mutagdes, somente 5.5%
ocorreram em dinucleotideos CpG. A existéncia de dois genes que s3o altamente
homdlogos sugere a possibilidade de rearranjos génicos, mas, no entanto, nenhuma
recombinacgao entre 0 PROST e 0 PROS2 foi descrita (GANDRILLE et al., 1997) (Figura

7).

Somente trés familias apresentaram dois tipos de grandes delecées: uma
delecao de 5,3 kb incluindo o exon 13 (PLOOS VAN AMSTEL et al., 1989b).e a outra,
incluindo a regido entre os exons 7 e 12 (SCHMIDEL et al, 1991). Ainda, foram
descritas 16 diferentes inser¢desidelecbes menores que 7 nucleotideos em 20
propositos. Um total de doze diferentes polimorfismos raros foram descritos, incluindo o
polimorfismo Heerlen que é muito estudado; aiém do polimorfismo frequente CCA/CCG

na posicao 626, chamado de dismorfismo neutro (GANDRILLE et al., 1997).

O polimorfismo Heerlen foi primeiramente descrito por BERTINA et al. (1990)
como uma molécula de proteina S variante, devido a uma transigio de T—>C que resulta
na substituicdo do residuo Serina 460 por Prolina num potente sitio de glicosilacio,
originando uma proteina S circulante com peso molecular menor que a proteina S
normal. Esta mutac&o foi considerada como um polimorfismo, ja que parecia nao afetar
os niveis de proteina S total e sua atividade de cofator para a proteina C ativada, e
porque a frequéncia de 0,67/% do alelo Heerlen em pacientes holandeses com

trombofilia ndo diferia significativamente da frequéncia de 0,52% encontrada em
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doadores de sangue.

Recentemente, DUCHEMIN et al. (1995) descreveu que 18,8% de pacientes
franceses com deficiéncia de proteina S e 0,8% de pessoas sadias eram heterozigotos
para este polimorfismo. Porém, o fato mais importante é que 15/16 pacientes que
tinham o alelo Heerlen tinham ¢ fendtipo de deficiéncia de proteina S tipo Il (niveis
normais de proteina S total e niveis reduzidos de proteina livre). Estes mesmos autores
mostraram que a proteina de ligacdo C4b era capaz de ligar duas moléculas de
proteina S Heerlen, variando o complexo estequiométrico normal 1:1 entre a proteina
C4b e a proteina S, e assim podendo explicar a deficiéncia de proteina S livre nos
pacientes que possuem essa mutagdo. O risco de trombose associado ao polimorfismo
Heerlen deve ser melhor avaliado, ja que em 26 pacientes sintomaticos que possuiam o
alelo Heerlen, 42% tinham uma outra anormalidade genética, entre elas, o Fator V de
Leiden, mutacGes no gene da proteina C ou mesmo outras mutagdes no gene da

proteina S (BORGEL et al., 1996).

O polimorfismo CCA/CCG na posigdo 626 foi primeiramente descrito por
DIEPSTRATEN et al. (1991) e chamado de dismorfismo neutro, pois ndo altera o
aminoacido prolina. Este autor demonstrou que numa populagéo caucasdide européia a
frequéncia alélica encontrada foi de 48% e 52%, para os alelos CCG e CCA
respectivamente. Em uma populagdo francesa, as fregléncias encontradas foram de
57% para o alelo CCA e de 43% para o alelo CCG (GANDRILLE et al., 1995). Este
dismorfismo neutro foi caracterizado como um polimorfismo frequente j& que ambos
alelos estdo presentes com freqléncias similares a estas em diferentes populacdes

mundiais ja estudadas.
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. Mutagdo missense
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Mutagdo nonsense /1 Mutagsio "frameshift"

@ Mutagao no “Stop codon” _' Ser 460 Pro

Figura 7: Localizagdo das mutagbes na seqiiéncia de cDNA. A
correspondéncia entre os exons e os dominios estruturais ou funcionais & indicada na
barra. As mutagbes missense e nonsense estdio indicadas em cima da barra, as
mutagtes “frameshift” e em sitios de “splicing” estao indicadas abaixo da barra.

Pré-Pré — Pré e Pro-peptideos; GLA — dominio Gla; TSL — “loop” sensivel a
trombina; EGF — dominios homdlogos ao fator de crescimento epidérmico; SHBG ~
dominio homodlogo a proteina de ligacdo de horménios esterdides. Retirado de

GANDRILLE et al., 1997.
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Bases hereditarias da trombose venosa

A forma fluida do sangue é mantida por um balango das atividades coagulante,
anticoagulante e fibrinolitica. Enquanto o balango hemostatico previne tanto a
hemorragia quanto a coagulacéo inapropriada, a coagulagdo descontroiada pode levar
a doenca tromboembdiica. Uma variedade de anormalidades tanto adquiridas como
hereditérias predispbe ao tromboembolismo venoso. A trombose venosa deve ser
considerada uma desordem poligénica, com interagdes entre os defeitos em um Unico
gene que predispde a trombose, bem como variagbes genéticas normais nos niveis das

proteinas pro-coagulantes e anticoagulantes (APPLEBY & OLDS, 1997).

A frequéncia da trombose venosa foi estimada em aproximadamente 1/1000 da
populacdo em geral. A trombose venosa profunda (TVP) em membros inferiores € a
tromboflebite s&oc os eventos primarios mais comuns. A embolia pulmonar ocorre
subsequentemente, sendo uma complicagdo com maior risco de vida. A trombose
venosa em membros superiores, visceral e cerebral, s80 menos freglentes. O primeiro
episodio de trombose nos individuos com tendéncia hereditaria & trombofilia, ocorre
normalmente entre 15 e 40 anos de idade, embora ndo seja incomum em idades mais
tardias. Mais de 50% dos individuos afetados apresentam mais de um episddio
trombético. Histdria familiar de trombose é facilmente reconhecida, indicando que os
fatores geneticos tém um importante papel na patogénese da doenca. Fatores de risco
adquiridos como cirurgias, fraturas, estados inflamatérios, imobilizagdes, gravidez e uso
de contraceptivos orais, podem interagir com a predisposigdo genética, sendo
responsaveis por desencadear o primeiro episédio trombotico em metade dos pacientes

com uma tendéncia hereditaria a trombofilia (DE STEFANOQ et al., 1994).
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Muta¢des nos genes da antitrombina, proteina C e proteina S sdo causas bem
estabelecidas de doenga tromboembdlica venosa, apresentando frequéncias de 5,5%,
6,9% e 6,6%, respectivamente, em pacientes com menos de 45 anos de idade que
apresentaram algum tipo de trombose. Alteragdes no fibrinogénio e plasminogénio
podem também levar a trombose, mas a freqliéncia dessas alteragdes é muito baixa

(APPLEBY & OLDS, 1997).

Deficiéncia de proteina S

A deficiéencia hereditaria da proteina S8 & de transmissdo autossdbmica
dominante, & € uma doenca geneética relativamente rara. As primeiras deficiéncias
foram descritas em 1984 (COMP & ESMON, 1984; COMP et al., 1984, SCHWARZ et
al.,, 1984) e sabe-se hoje ser uma causa importante de trombofilia hereditaria. A
prevaléncia de heterozigotos esta estimada em 1:20.000 numa populagdo normal,
sendo responsavel por até 10% dos casos de trombofilia hereditaria (BERTINA, 1988);
e 1:10° para homozigotos ou duplo heterozigotos (GOMEZ et al., 1994). Os
heterozigotos para a deficiéncia de proteina S possuem risco de desenvolver doenca
tromboembdlica em idade relativamente jovem, por apresentarem uma completa
mudanca no equilibrio hemostatico que favorece a formagdo de fibrina (ENGESSER et
al., 1987). A via anticoagulante que a proteina S participa é crucial para a hemostasia
normal. Foram descritos somente dois casos de pacientes homozigotos, ou
heterozigotos compostos, em que ha praticamente uma falta completa da proteina S no
plasma. Esses individuos sofreram de graves complicagbes trombdticas, como purpura
fulminante severa, com risco de vida, logo apéds o nascimento (MAHASANDANA et al,

1990; PEGELOW et al., 1992).
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A maioria das manifestagbes clinicas da deficiéncia hereditdria de proteina S
s&o similares as da deficiéncia dominante de proteina C e caracterizadas por frombose
venosa profunda, tromboflebite superficial ¢ embolia pulmonar (BROEKMANS et al.,
1985). Mas, diferentemente da deficiéncia de outras proteinas que participam da
anticoagulacéo, esse tipo de deficiéncia pode causar, raramente, doenca trombética
arterial (ALAART et al., 1990; MANUCCI et al., 1986; GIROLAMI et al., 1989). Alguns
casos de necrose de pele induzida por warfarina associada com deficiéncia de proteina

8§ foram descritos (GRIMAUDO et al., 1989; GOLDBERG et al., 1991).

A identificagdo dos individuos heterozigotos com deficiéncia de proteina S é
baseada na avaliagao dos niveis plasméaticos de antigenos da proteina S (livre ou total)
e da sua atividade, através de exames quantitativos e qualitativos, respectivamente
(COMP, 1990). Existe uma dificuldade no diagnéstico laboratorial de um individuo
heterozigoto, em relagdo ao normal, uma vez que existe uma faixa de sobreposicdo dos
niveis de proteina §, entre os dois grupes. Deve-se evitar o diagnoéstico de deficiéncia
de proteina S durante o uso de anticoagulantes orais, uma vez que ha uma diminuicéo

da sintese de todas as proteinas y-carboxiladas vitamina K-dependentes.

Além disso, deve-se considerar sempre uma deficiéncia adquirida de proteina
S, que pode estar associada ac uso de anticoagufante oral, uso de contraceptivo oral,
doengas hepaticas, sindrome nefrética, coagulagéo intravascular disseminada, e
gravidez (D'ANGELQO et al., 1988; MALM et al., 1988). Nas sindromes nefréticas a
concentragao da proteina C4b esta aumentada, uma vez que seu peso molecular ndo
permite filiracio glomerular, e a concentracdo da proteina S na forma ligada com C4b

estd aumentada (VIGANO D'ANGELQO et al, 1987). A proteina S na forma livre é
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perdida pela urina, resultando numa diminui¢do de nivel de proteina S livre. Durante a
gravidez normal, a concentracdo plasmatica tanto da forma total quanto da forma livre
diminui e atinge niveis encontrados nos pacientes heterozigotos para deficiéncia de
proteina S {COMP et al., 1986b; MALM et al., 1988). A contribuicdo da diminui¢do dos
niveis de proteina 8 livre para a tendéncia aumentada a trombose, verificada durante a

gravidez, ainda ndo esta bem determinada.

Classificacdo das deficiéncias hereditirias de proteina S

A deficiéncia hereditaria da proteina S, baseada nas caracteristicas fenotipicas
plasmaticas, é classificada em trés tipos. Como ainda ndo ha um consenso em relacdo
a nomenclatura da deficiéncia, foi aqui utilizada a classificagio proposta por BERTINA,
durante o encontro do Subcomité Cientifico da Sociedade Internacional de Trombose e

Hemostasia, em Munique, Alemanha, 1991.

A deficiéncia tipo | é caracterizada pela redugdo nos niveis plasmaticos da
proteina S tanto na sua forma total como na sua forma livre; a deficiéncia é tipicamente
quantitativa (COMP & ESMON, 1984, BROEKMANS et al, 1985; BERTINA, 1985;

KAMIYA et al., 1986).

A deficiéncia tipo Il, que é a mais rara, € devida a um funcionamentc anémalo
da molécula, onde os niveis de antigeno da proteina S total e livre sdo normais, mas a
atividade da proteina S estd abaixo da faixa normal;, a deficiencia é tipicamente

qualitativa (MANUCCI et al., 1989).
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A deficiéncia tipo lIl & caracterizada por uma distribuigéo anormal da proteina §
entre a forma livre e o compiexo formado com a proteina C4b. A concentragéo da
proteina S livre € bastante baixa nestes casos, engquanto a concentracéo de proteina S
total & normal. Tipicamente, estes pacientes tém concentragies normais de proteina
C4b. Os mecanismos fisiopatologicos responsaveis por esse desequilibrio ndo sdo
totaimente conhecidos e ndo se determinou se tal deficiéncia € devido a mutagbes no
gene da proteina S ou no gene da proteina C4b, ou a um defeito em ouiro gene (COMP
et al., 1984; COMP et al., 1986a; CHAFA et al., 1989; LAUER et al., 1990; IIJIMA et al.,

1989).

ZOLLER et al. (1995) demonstrou que a deficiéncia de proteina S tipo | e do
tipo |l séo fendtipos variantes da mesma doenca genética, pois coexistem em 14 de 18

familias deficientes em proteina S estudadas.

42



OBJETIVOS



OBJETIVOS

Tendo em vista:

s A importancia da proteina S como anticoagulante natural, cuja deficiéncia

predispde a fendmenos tromboembdlicos;

+ A importancia de se compreender 0os mecanismos genéticos relacionados a

deficiéncia de proteina S;

» A auséncia de estudos sobre as alteragdes moleculares em pacientes

deficientes de proteina S no Brasil;

Este trabalho teve por objetivo identificar as mutagbes no gene da proteina S
em pacientes brasileiros com trombofilia deficientes em proteina S. Além disso,
determinar a prevaléncia do polimorfismos Heerlen e do dismorfismo neutro CCA/CCG
da proteina § em diferentes grupos raciais da populacdo brasileira e em pacientes com

doenga tromboembdlica.
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CASUISTICA

A casuistica inicial compreendia 16 pacientes com provavel diagndstico de
deficiéncia de proteina 8, acompanhados no Ambulatério de Hemostasia do
Hemocentro da UNICAMP. Apesar do diagnéstico prévio, todos os pacientes foram
reconvocados para a confirmacéo da deficiéncia de proteina S. Somente 8 pacientes
foram selecionados, nos quais ¢ diagnostico foi estabelecido com certeza. Os familiares

destes pacientes também foram convocados para avaliacdo.

O diagndstico de deficiéncia de proteina S foi concluido a partir de dados
clinicos e laboratoriais, através das dosagens de proteina S total e livre por
imunoeletroforese tipo “‘rocket’ (LAURELL, 1966) e sua atividade pelo método de
coagulacéo (WOLF et al., 1989). Outras alteragSes que predispdem a trombose foram
investigadas através da dosagem de proteina C, antitrombina, fator XlII, anticoagulante
lapico, fibrinogénio, pesquisa do fator V de Leiden (BERTINA et al., 1994), mutacdo
20210 G—A no gene da protrombina (POORT et al., 1996) e mutagio no gene da

metilenotetrahidro folato redutase (MTHFR) Ala 677—Val (FROOST et al., 1995).

Paciente 1

A paciente 1 (MAFA, 35 anos, branco, sexo feminino) apresentou TVP em MIE
e embolia pulmonar em uso de anticoncepcional oral, aos 30 anos. Os niveis de
proteina 8, avaliados durante a gravidez, foram: PS ¢ 45% e em uma outra amostra PS
¢ 51%. Seu pai teve AVCi. Seus filhos com 8 e 4 anos, tiveram niveis de PS cde 51% e
77%, respectivamente, e seu sobrinho de 6 anos teve PS ¢ de 46%.
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Paciente 2

A paciente 2 (EPC, 29 anos, branco, sexo feminino) apresentou TVP ileo-
femoral em MID aos 23 anos sob repouso e uso de anticoncepcional oral. As dosagens
de proteina S foram: PS ¢ 45%, PS L 42% ¢ PS T 79%. Nao apresenta antecedente
familiar para trombose. Seu unico irm&c ndo pode ser estudado .e Seus pais
apresentaram as seguintes dosagens de proteina S: PS c60%, PS L 100% e PS T 66%

{(mé@e)e PS¢ 71%, PS L 75% e PS T 83% (pai).
Paciente 3

O paciente 3 (CJA, 256 anos, branco, sexo masculino) apresentou TVP
espontanea em MID, proximal, aos 20 anos e também teve trombose de veia cava
inferior aos 22 anos. As dosagens de proteina S foram: PS ¢ 36%, PS L 31%, PS T
73%. Revelou histéria familiar positiva, j& que seu pai teve TVP aos 62 anos e as
dosagens foram: PS ¢ 36%, PS L 0% e PS T 84%. Uma de suas irmés teve TVP e as
dosagens foram: PS ¢ 69%, PS L 0% e PS T 45%. O irm&o tem niveis normais de
proteina § com dosagens de PS ¢ 80%, PS L 51% e PS T 102%. A outra irmé& possui
deficiéncia de proteina S assintomatica e suas dosagens foram: PS ¢ 26%, PS L 20% e

PS T 50%.
Paciente 4

O paciente 4 (JRS, 39 anos, branco, sexo masculino) apresentou linfoma néo
Hodgkin e durante o terceiro ciclo de quimioterapia apresentou quadro clinico de TVP

aos 32 anos. Suas dosagens de proteina S foram: PS ¢ 49%, PS L 25%, PS T 61,5%.
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Revelou histéria familiar positiva, ja que sua mae morreu aos 32 anos de um provavel
AVCi e trombose arterial em MIE, o qual foi posteriormente amputado. Este paciente
tem dois irmaos e uma irma que apresentaram TVP. Um dos irmédos teve embolia
pulmonar apds trauma em MID aos 26 anos e teve outro episédio de TVP em MIE pds-
repouso. Sua dosagem de PS ¢ foi de 22%. Sua irmé teve TVP em MID na 3? gestacdo
aos 28 anos. O terceiro irmao teve TVP e embolia pulmonar aos 26 anos e suas
dosagens de proteina S foram:. PS ¢ 60%, PS L 0%, PS T 77,5%. Duas filhas e uma
sobrinha foram também avaliadas, sendo que uma das filhas e a sobrinha

demonstraram serem deficientes em proteina S, mas séo assintomaticas.

Paciente 5

O paciente 5 (AP, 63 anos, branco, sexo masculino) apresentou TVP em MID
aos 57 anos. As dosagens de proteina S foram: PS ¢ 40%, PS L 50% e PS T 77%.
Infelizmente este paciente tem somente um irm&o vive na sua familia, mas nao foi

possivel investigar seus niveis de proteina S.

Paciente 6

O paciente 6 (JCG, 56 anos, branco, sexo masculino) apresentou TVP
espontanea aos 52 anos, em MID e MIE. Suas dosagens de proteina S foram: PS ¢
56%, PS L 0%. Revelou historia familiar positiva, ja que uma irma teve AVCi e suas
dosagens foram: PS L 25% e PS T 107%. Sua outra irmé& tem niveis normais de
proteina S com dosagens de PS ¢ 80%, PS L 50% e PS T 66%.Também foram

investigados os dois filhos do paciente, sendo que sua filha apresentou deficiéncia de
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proteina S com dosagens de PS L 40% e PS T 66% e seu filho tem niveis normais de
proteina 8: PS L 93% e PS T 72%. Dois de trés sobrinhos, filhos de sua irma deficiente,

foram investigados e nédo apresentaram deficiéncia de proteina S: PS ¢ 100% e 98%.

Paciente 7

O paciente 7 (JRF, 48 anos, branco, sexo masculino) apresentou TVP de
repeticdo em MID aos 44 e 46 anos. Seus niveis de proteina S foram de PS ¢ 78%, PS
L 50% e PS T 66%. Nesta familia nenhum outro membro apresentou quadro trombético.
Seus pais e dois irmdos foram investigados. As dosagens de proteina S dos seus

familiares foram: mae, PS ¢ 140%; pai, PS ¢ 76%; irméo, PS ¢ 107% e irm&, PS ¢ 88%.

Paciente 8

A paciente 8 (RFT, 22 anos, branco, sexo feminino) teve TVP espontanea em
MIE aos 16 anos. Apresentou um segundo episédio no segundo trimestre da gravidez.
A dosagem de PS c foi de 23%. Sua irmé& apresentou TVP, espontanea aos 12 anos e

sua dosagem foi de: PS ¢ 20%. Nao foi possivel a investigagio dos pais.

Analise de diferentes populagdes

Para a analise de dois polimorfismos no gene da proteina S foram estudadas
diferentes populacoes brasileiras. Uma populacdo de 103 recém-nascidos no CAISM
(Centro de Assisténcia Integral & Saude da Mulher) da UNICAMP, sendo que esta
representa uma populagao totalmente aleatéria e representativa da regido; uma

populacdo de 108 estudantes ou funcionarios de origem negréide do Hospital
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Universitario de Salvador — Bahia, uma populagéio descendente de 100 caucasdides
colhidos em nosso laboratério, tendo como critério de selecdo ndo apresentarem
mistura racial conhecida até a 3? geragéc, uma populacdo de 84 indios da Tribo Tupi -
Parakana do Estado do Para e uma populagdo de 581 pacientes que apresentaram
trombose venosa, formada por pacientes com trombofilia adquirida, secundaria a
neoplasia, anticoagulante IUpico ou anticardiolipina, e trombofilia hereditaria, idiopatica

ou n&o, seguidos no Ambulatério de Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP.
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MATERIAIS E METODOS

Dosagem de proteina S

Para as dosagens de proteina S foram coihidos 4,5 mi de sangue com 0,5 ml de
citrato de sodio a 3,8%. Logo apds a coleta o sangue foi centrifugado a 4000 rpm, e o

plasma aliquotado foi rapidamente congelado a —80°C.

Imunoeletroforese

Para a imunoeletroforese tipo “rocket’ (LAURELL, 1968) utilizou-se soro de
coelho anti proteina S humana (Diagnostica Stago) em gel de agarose tipo | a 1% (Low
EEO Sigma) diluida em tampé&o Tris-Glicina EDTA (Tris 20 mM pH 6,8, Glicina 23,2
mM, e EDTA 25 mM). O soro foi usado na concentragdo de 0,38 unidades por cm? de
placa. Os géis de agarose foram distribuidos em placas de vidro que foram deixadas
por 10 minutos em geladeira para polimerizagdo. Para a dosagem da proteina S total, o
plasma foi diluido na proporgédo 1/2 em tamp&o Tris-Glicina EDTA (Tris 26,6 mM pH 6,8,
Glicina 31 mM, e EDTA 33,3 mM). Desta mistura foram aplicados 4 u! em cada pogo do
gel. Para a dosagem da proteina § livre, foi feita uma precipitagéo da proteina § ligada
a proteina C4b,diluindo-se o plasma em polietilenoglicol a 25%, na proporcéo de 1/7.
Deixa-se a 4°C por 30 minutos e centrifuga-se a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apés a
centrifugacdo, foram aplicados 4 ul do sobrenadante em cada pogo do gel. A corrida
eletroforética foi realizada durante 4 horas a 14 mA, correspondendo a
aproximadamente a 50 V. Apos a corrida a placa foi colocada em solugdo salina a 0,9%

por 2 a 4 horas. Apds esse periodo, foi colocada sobre a placa uma folha de papel de
52



filtro umedecida em agua e deixou-se secar em estufa 37°C. Apds a secagem da placa,
a mesma foi corada com azul brilhante de Comassie 0,25% em solucdo descorante
(metanol/agua destilada/acido acético 5:5:1 viviv) até que os picos fossem visualizados.
As placas foram secas a temperatura ambiente. Para uma melhor visualizagdo dos
picos, se necessario, descora-se rapidamente em solucdo descorante. Seca-se
novamente & temperatura ambiente. A corrida eletroforética foi medida do inicio até o
final de cada pico em milimetros e as concentragbes de proteina S total e livre foram
determinadas por comparagdo com um padrdo aplicado para cada corrida eletroforética
(mistura de plasmas de 10 doadores normais considerado como 100% e um padrdo de
referéncia - Diagnostica Stago). Os resultados foram expressos em porcentagem e o

valor considerado normal em nosso laboratério € de 60 a 120%.

Método de coaguiacgao

Para a determinagéo da atividade da proteina S utilizou-se o “kit’ Staclot protein
S (Diagnostica Stago). Uma curva padréo foi realizada com um “pool” de plasmas de 10
doadores normais, que quando diluido em tampé&o de Owren (tampéo veronal pH 8,6 -
dietilbarbiturato de sédio 0,03 M, NaCl 0,1 M e HCI 1 M) na proporcdo de 1/10,
corresponde a 100%, 1/20 - 50% e 1/40 - 25%. Os plasmas dos pacientes foram
diluidos na proporgéo de 1/10 utilizando-se 0 mesmo tamp&o. Para a realizacdo do
teste foi feita uma mistura com 50 pl de plasma dos pacientes ou de plasmas controles,
previamente diluidos com 50 pl de plasma humano deficiente em proteina S, 50 ul de
proteina C humana ativada e 50 ul de fator V bovino ativado, que foi incubada a 37°C

por 3 minutos. A esta mistura foram acrescentados 50 ul de CaCl, 0,025 M e
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imediatamente o crondmetro foi acionado. Misturou-se novamente e observou-se a
formag&o do codgulo. Os tempos foram plotados numa curva padrdo e os resultados
foram expresscs em porcentagem. O valor considerado normal em nosso laboratdrio &

de 65 a 140%.

Extracéio de DNA de sangue periférico

Foram coletados 20 mi de sangue periférico com anticoagulante EDTA (10%).
Apds centrifugagéo por 10 minutos a 2.500 rpm a 4°C. descartou-se o plasma. Ao
precipitado foram adicionados 5 volumes de NHCl 144 mM e 1/2 volume de NH/HCO;
10 mM, sendo misturados por inversdo, para lisar as hemécias. Apds 15 minutos em

temperatura ambiente, centrifugou-se as amostras a 2000 rpm por 20 minutos.

O sobrenadante foi descartado e a 5 ml do sedimento obtido adicionou-se
tampéo TKM 1 (Tris-HCI 10 mM, pH 7,6, KCI 10 mM, MgCl, 10 miM, EDTA 0,2 mM) e
125 ul de Triton-X100 {Sigma), também para lisar hemacias, misturou-se por inverséo,
e o material foi centrifugado a 2200 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado em 5 mi de tampdo TKM 1 e
centrifugado novamente. O sedimento obtido foi ressuspenso em 0,8 ml de tampéo
TKM 2 (NaCl 400 mM, KCI 10 nM, Tris-HCI 10 mM, pH 7,6, MgCl; 10 mM) e 50 pl de
SDS a 10% (dodecil sulfato de sbdio), para lisar os leucdcitos, e incubado em banho-
maria a 55°C por 20 minutos. Apos esse periodo foi acrescentado 300 pl de NaCl 5M,
para a precipitacdo de proteinas, misturado por inversdo e entdo centrifugado

novamente por 10 minutos a 12000 rpm.
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O sobrenadante recolhido foi submetido a extracé&o através da adigdo de 500 pi
de cloroférmiofalcool isoamilico na proporcéc 24:1 (viv) e 500 ul de fenol redestilado e
saturado com Tris-HCI pH 8,0, seguida de centrifuga¢do por 5 minutos a 12000 rpm.
Este procedimento foi repetido com 1 ml de clorofdrmio/alcool isoamilico. A fase aquosa

foi fransferida para um novo tubo contendo 2 volumes de etanol a 100% e 0,2 volumes
de acetato de sddio 3 M para a precipitagdo do DNA. Incubou-se a -20°C por
aproximadamente 2 horas, sendo centrifugado a 12000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado em 1 ml de etanol a 70% gelado,
sendo centrifugado novamente. Descartou-se o sobrenadante e secou-se o precipitado
de DNA obtido a temperatura ambiente. Depois de seco, 6 DNA foi ressuspenso em
quantidade apropriada de tampéo TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM) e deixado
durante a noite a 4°C para total dissolucdo. Sua concentracdo foi estimada em
espectrofotdmetro atraves do valor da densidade dptica em comprimento de onda de

260 nm.

Amplificacdo pela PCR

A amplificagdo do DNA gendmico dos pacientes estudados pela PCR (SAIKI, et

al., 1988), foi feita utilizando-se os oligonucleoctideos descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - SeqUéncia dos oligonucieotideos utilizados na

exons do gene da Proteina S

ampiificacéo dos diferentes

OGO REGIAC SEQUENCIA* POSIGAO Tamanho
PS-1-5 exon 1 TTCCGCCGAGGCTCGCTGGS -146 a-127 320 pb
PS-1-3 exon 1 TAGGAGCTGCAGCTCTAGAG 79 a 98
PS-2-5 exon 2 GTCATACAATTCATAGGCAG -108 a -89 350 pb
PS-2-3 exon 2 CAGAAGGAAGTACAGGCTGG 64 a 83
PS-3-5 exon 3 GTGAAAATGATGGTTATATG -125 a -106 228 pb
PS-3-3 exon 3 AGGTGGAGAGTTAGACAGGA 78297
PS-4-5 exon 4 CCATGAATTCAGATCAAGTA 63 a-44 210 pb
PS-4-3 exon 4 GGTGTACTTTACCTACAGAG 413860
PS-5/6-5 exon5e6 GGCTTCAGGATTTTTATTATAGTA -87 a -64 506 pb
PS-5/6-3 exon5e#6 CTAACTGGGATTATTCTCACAT 37 a 58
PS-7-5 exon 7 CACAAATCAAGGGTTCTTTGG -75 a -55 230 pb
PS-7-3 exon 7 GATCAGTAATGATACCACCA 9a28
PS-8-5 exon 8 ATAAGATTGAACATITAGGG -59 2 40 214 pb
PS-8-3 exon 8 CAGGTGAGAAGTTAAGCATT 14 a2 33
PS94 exon 9 AAAAATGCATGACCTCACACAA -86 a 64 251 pb
PS 9B exon 9 CCCTTATCTGCTTAACCTCT 31 a 52
PS-10-5 exon 10 AGCTTTCTGTATTTCTTACTC -50 a -30 288 pb
PS-10-3 exon 10 ACAGACTGCATCAAAGTGGG 20 a 48
Ppg 11A exon 11 TACTTTACAGAAGTATTTTTATTGG -112 2 -87 372 pb
°PS 11B exon 11 AACTTCTATTGATTCTCAGAAACA 69a 93
PS-12-5 exon 12 CCTATACTCATAATCGAGCC 69 a-50 348 pb
PS-12-3 exon 12 TGGGCACACAGTAGATACTC 91 a 110
PS 13A exon 13 TTCCTTCTGATGCACTTTAGGAG 60 a -37 289 pb
°PsS 13B exon 13 GAGGTAAATACTGCTATGTATAC 55a 78
PS-14-5 exon 14 GCTTATATTGAATCTTTGCTCTG 31a-19 414 pb
PS-14-3 exon 14 ATATGCCAATAAATGTCGGT 138 a 157
PS-15-5 exon 15 CAAGATGCTAAAAGTCTTGG -49 2 -30 415 pb
PS-15-3 exon 15 GATAGCAAGAGAAGTAAGAATTTC 182 a 205

*Os nuclectideos sublinhados demonstram as diferencas entre 0 PROS7 e 0 PROS2.

Os oligonucleotideos foram baseados em REISTMA et al., 1994,

?PS - oligonucleotideos de acordo com SIMMONDS et al.,1996.
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A amplificagdo do DNA gendmico pela PCR, dos exons 2 a 15, foi realizada a
partir de aproximadamente 0,5 ug de DNA, 40 pmoles de cada oligonuclectideo, 330
uM de dNTP (mistura de dATP, dCTP, dTTP, dGTP), tampéo da enzima (Tris-HC! 10
mM, pH 9,0, 25°C; KCI 50 mM, MgCl, 2,5 mM) e 2,5 unidades de Tag DNA polimerase
(Gibco-BRL), para um volume final de 100 pl. Para o exon 1 foram usados 32 pmoles
de cada oligonucleotidec e 13% de DMSO, sendo que os demais reagentes foram

usados como para os outros exons.

As reagbes de amplificagdo foram realizadas em um aparetho ciclador de

temperatura "DNA Thermal Cycler” (Perkin Elmer Cetus).

As reagbes de amplificagdo dos exons 2, 3,5e 86, 7, 8, 10, 11, 12, 13, e 15 foram
incubadas a 94°C durante 5§ minutos para a desnaturagic do DNA seguida de 35 ciclos
de 1 minuto a 94°C para desnaturagéo, 1 minuto a 55°C para anelamento dos
oligonuclectideos com a fita de DNA molde, e 1 minuto a 72°C para extensao da cadeia
de DNA. Apés esses ciclos, para finalizagdo da extenséo, incubou-se por 7 minutos a
72°C. Os exons 5 e 6 foram amplificados em um Unico fragmento devido ao fato de
estarem separados apenas por uma curta seqi&ncia intronica correspondente ao intron

5.

Para os demats exons, foi usado protocolo semelhante, apenas alterando-se a
temperatura de anelamento para 61°C para o exon 1, 58°C para o exon 4, 60°C para o

exon 9 e 62°C para o exon 14.
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Os produtos de amplificagdo pela PCR foram verificados através de eletroforese
em gel de agarose a 1% com brometo de etideo, sendo visualizados em transiiuminador

de luz ultra violeta.

SSCP

O método de analise de polimorfismo de conformacéo em hélice simples
(SSCP) foi utilizado para o rastreamento de possiveis mutagdes (ORITA et al., 1989)
em todos os exons amplificados pela PCR. Esse método pressupde a andlise de
fragmentos de 200 a 300 pares de bases. Os mutantes sdo identificados por seu padrao

cletroforético anormal.

O produto da PCR foi diluido 1/8 em uma solugéo contendo 95% de formamida,
EDTA 10mM, pH 8,0, 0,1% de azul de bromofenol e 0,1% de xileno cianol. Essa mistura
foi desnaturada por 5 minutos a 94°C e 1,0 pl foi submetido a eletroforese no sistema
automatico “Phastsystem® Pharmacia” (Pharmacia, Uppsala, Suécia). A corida
eletroforética foi desenvolvida em gel homogéneo de poliacrilamida a 20%, de tamanho
43 mm x 50 mm x 0,45 mm, em tampdo acetato 0,112 M e Tris 0,112 M, pH 6,5,
utilizando-se o tampao L-Alanina 0,88 M, Tris 0,25 M, pH 8,8 em 3% de agarose para
isoeletrofocalizacio. As condigbes de corrida foram: Pré corrida; 400V, 5,0 mA, 1,0 W,
15°C, 10 V/h; Aplicagdo das amostras: 25V, 5,0 mA, 1,0 W, 15°C, 2V/h e Corrida: 400

V, 5,0 mA, 1,0 W, 15°C, 430 V/h a 500 V/h.

Os fragmentos de DNA foram visualizados ap6s coloragdo do gel com nitrato de

prata em programa automatico, nas condi¢des descritas a seguir:
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1- Acido tricioroacético a 20% por 5 minutos a 20°C

2- Glutaraldeido a 5% por 5 minutos a 50°C

3- Agua destilada por 2 minutos a 50°C (2 vezes)

4- Nitrato de prata a 0,4% por 8 minutos a 40°C

5- Agua destilada por 0,5 minutos a 30°C (2 vezes)

6- Carbonato de sédio a 5%, formaideido 0,0375% por 0,5 minutos a 30°C
7- Carbonato de sddio a 5%, formaldeido 0,0375% por 4 minutos a 30°C
8- Acido acético a 5% por 2 minutos a 50°C

§- Glicerol a 13% por 3 minutos a 50°C

Como o SSCP pressupde a analise de fragmentos entre 200 e 300 pb, foi
utilizado um outro método, considerado de alta sensibilidade, para triagem de mutacdes
(GANGULY et al., 1993; WILLIAMS et al., 1995). Este método pressupde a analise de

fragmentos de 200 a 800 pares de bases.

O CSGE ¢ feito a partir de amostras de DNA ampilificadas pela PCR. Este
metodo de analise € usado para detectar pequenas alteragdes como insergdes,
delegdes e mutagGes de ponto no DNA pela formagio de heteroduplex, entre uma fita
normal e uma fita alterada. O CSGE utiliza um sistema de solventes desnaturantes que
parece amplificar a tendéncia da alteragéo de produzir mudangas conformacionais e

consequentemente aumentar a migracdo diferencial dos heteroduplexes e
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homodupiexes de DNA durante a eletroforese. Este método pode ser apiicado a
qualquer produto de PCR de 200 a 800 pb e ndo requer equipamentos especiais ou

preparacdo prévia das amostras.

Nesta técnica os mutantes foram identificados pelo aparecimento de
heteroduplexes (DNA dupla fita hibrido com padrio de eletroforese anormal) ou

migrag&o de uma unica banda em posi¢do anormal.

Antes da eletroforese, de cada amostra ampiificada pela PCR, uma aliquota de
20 pl fot submetida & desnaturacéo a 98°C por 5 minutos, seguida de uma incubagdo a
68°C por 1 hora, para favorecer a formagdo de heteroduplexes. Apés esta incubacgéo,
retirou-se uma aliquota de 5 nl de cada amostra e misturou-se com 5 pl de tampéo de
amostra contendo 20% de etilenoglicol (viv), 30% de formamida (vfv), 0,4% de
xilenocianol (p/v), 0,4% de azul de bromofenol(p/v). O volume total desta mistura foi

aplicado em uma canaleta do gel.

Estas amostras foram submetidas & uma corrida eletroforética utilizando-se um
aparato para seqienciamento (Gibco-BRL) em gel de poliacritamida a 10%, na
propor¢ao de 99:1 acrilamida/bis-acriloilpiperazina (Fluka), contendo 10% de
etilenoglicol (v/v), 156% de formamida (v/v), 1 X TTE (Tris 72 mM, taurina 24 mM, EDTA
0,4 mM, pH 8,0), persuifato de amdnio a 10% e TEMED, de dimensées 31 cm X 38,5

em X 0,8 mm e 32 pogos.

Foi realizada uma pré-corrida a 300 volts durante 30 minutos e as amostras

foram submetidas a eletroforese a 300 volts durante 16 horas. O tampéo de corrida
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utilizado para esta corrida eletroforética foi TTE 0,25 X para a parte superior da cuba, e

TTE 1 X para a parte inferior da cuba.

Apos a eletroforese, uma das placas foi removida e o gel foi entdo submetido a
coloragdo com uma solugdo de brometo de etideo 2,83 mgfl durante 10 minutos,
seguida por uma descoloragdo com agua desionizada por 10 minutos. As bandas foram
visuaiizadas através de iluminacdo com luz ultra-violeta manual, e a regido onde se
localizavam as bandas foi cortada e transferida para um transiluminador de luz ultra

violeta, onde foi fotografada.

Segiienciamento

Apos o rastreamento de possiveis alteracbes moleculares pelos métodos de
SSCP e CSGE, a determinagéo precisa da mutacao foi realizada pelo sequenciamento
direto dos fragmentos de PCR que apresentaram padrdo eletroforético anormal nessas

analises.

O produto de PCR foi purificado para a aplicagdo dos protocolos de
sequenciamento apresentadas nos manuais dos “kits” da United States Biochemical -
Amersham Life Science: “Sequenase PCR Product Sequencing kit' e “Thermo

Sequenase Cycle Sequencing kit”, ambos baseados no método de SANGER (1977).

a. Sequenase PCR Product Sequencing Kit

1. Purificacdo dos produtos de PCR
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As reagbes de amplificacéo de fragmentos pela técnica de PCR requerem dois
oligonucleotideos que delimitam as regifes de interesse e dNTPs para a sintese das
cadeias de DNA. Parte desses oligonucleotideos e dNTPs permanecem intactos apés a
reagdo de PCR e deste modo, acabam por interferir nas reagdes de seqiienciamento
dos produtos obtidos por este método. Para a remog&o dos oligonucleotideos e dNTPs
remanescenies foram usadas duas enzimas hidroliticas, a exonuclease | e a fosfatase
alcalina de camar&o, respectivamente. Deste modo, a uma aliquota de 5 ul de reacéo
de PCR foram adicionadas 10 unidades da enzima exonuclease { em tamp&o Tris-HCl
20 mM, pH 7.5; 2-mercaptoetanol 5mM e 50% de glicerot e 2 unidades de fosfatase
alcalina de camaréao em tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7.6; MgCl> 1 mM; ZnCl> 0,1 mM e
50% de glicerol. Esta mistura foi incubada a 37°C por 15 minutos para a agio das

enzimas e em seguida a 80°C por 15 minutos para inativagdo das mesmas.

2. Reacé&o de anelamento do oligonuclectideo

Para a reac&o de sequenciamento foi utilizado cerca de 0,5 pmol de DNA,
correspondente a 2 ou 3 pl da aliquota tratada, em fungdo do ndimero de pares de
bases do fragmento analisado. Ac DNA tratado foram adicionados 5 pmoles do
oligonucleotideo selecionado referente ao exon a ser sequenciado, em um volume final
de 10 ul. Esta mistura foi submetida a temperatura de 100°C durante 3 minutos e
rapidamente resfriada em banho de gelo e alcool por 5 minutcs, de modo a permitir a
hibridag&o do oligonucleotideo a sequéncia de DNA e evitando a re-hibridagao da dupla

fita do DNA.
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3. Reagéo de marcacéo

Aos 10 pl da mistura de DNA hibridado ao oligonucieotideo foram adicionadas
as seguintes solugles: tampéo de reagéo (concentracdo final de Tris-HCI 23 mM, pH
7,5, MgClz 11 mM e NaCl 28,5 mM), solucdo de ditiotreitol (concentracdo final de 5.7
mM), mistura de marcacéo (concentragbo final de 0,17 uM de dGTP, 0,17 pM de dCTP
e 0,17uM de dTTP); 5 uCi de [a-CS]dATP (Du Pont) e 3,2 unidades de Sequenase
versao 2.0 T7 DNA polimerase em um volume final de 17,5 ul. Esta mistura foi

levemente agitada, centrifugada e incubada a 20°C por 5 minutos.

4. Reacao de terminacéo

A mistura de marcacéo foi distribuida em quatro tubos (3,5 ul em cada tubo),
cada um contendo 2,5 pl de uma mistura dos desoxinucleotideos trifosfatos (dATP,

dCTP, dGTP e dTTP) e um didesoxinucleotideo nas concentracdes indicadas:

Tubo G; 8 uM de ddGTP e 80 uM de cada dGTP, dATP, dTTP e dCTP e 50 mM de NaCl
Tubo A: 8 pM de ddATP e 80 uM de cada dGTP, dATP, dTTP e dCTP e 50 mM de NaCl
Tubo T: 8 uM de ddTTP e 80 uM de cada dGTP, dATP, dTTP e dCTP e 50 mM de NaC!

Tubo C: 8 uM de ddCTP e 80 uM de cada dGTP, dATP, dTTP e dCTP e 50 mM de NaC!

Estes tubos foram entéo incubados a 37°C por 10 minutos e a reacdo foi
interrompida pela adiggo de 4 pl de solucéo de bloqueio contendo 95% de formamida,

EDTA 20 mM, 0,05% de azul de bromofenot e 0,05% de xileno cianol.
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Thermo Sequenase Sequencing Kit

1. Purificag&o dos produtos de PCR

Este segundo “kit" utilizado no seqidenciamento dagueles fragmentos que
apresentaram padréo eletroforético anormal em um dos dois métodos de triagem,
também exige a purificagdo dos produtos de PCR descrita no método anterior e que
garante a remogao dos oligonucieotideos e dNTPs. Este método difere daquele descrito
antertormente por utilizar uma DNA polimerase termoestavel que permite o emprego de

um termociclador nas reacbes de seqlienciamento.

2. Reacéo de marcagéo do oligonucleotideo

Em um tubo de reacdo foram adicionados 25 pmoles do oligonucleotideo
referente aoc exon a ser seqlenciado, tampéo da T4 polinucleotideo quinase na
concentracdo final de Tris-HCI 60 mM, pH 7,8, MgClk 10 mM; KCI 0,2 M, 25 pmoies de
[y-?P]dATP (Du Pont) e 10 unidades da enzima T4 polinucleotideo quinase em um
volume final de 10 ul. Apds breve agitacdo suave centrifugacdo a mistura de reagéo foi
incubada a 37° por 10 minutos. Para a desnaturagio da enzima e conseqiiente término

da reac&o, o tubo foi incubado a 95°C por 5 minutos.
3. Reagéo de seqglenciamento no termociclador
Em cada tubc de microcentrifuga adicionou-se 15 a 20 ng de DNA,

correspondentes a 1 ou 2 ul da aliquota de PCR tratado;, tampdo de reacdo
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{concentragéo final de Tris-HCl 30 mM, pH 9,5 e MgCl, 7,4 mM), 0,5 pmoles de
oligonucleotideo marcado; e 8 unidades de Thermo Sequenase DNA polimerase
juntamente com 0,0012 unidades de pirofosfatase inorganica de Thermoplasma

acidophilum, em um volume final de 17,5 ul. Esta mistura de reacdo foi, entdo

distribuida em quatros tubos (4 pl em cada) contendo 4ul das seguintes solugées:

Tubo G: 1,5 uM de ddGTP e 150 uM de cada dATP, dTTP e dCTP e 7-deaza-dGTP
Tubo A: 1,5 uM de ddATP e 150 uM de cada dATP, dTTP e dCTP e 7-deaza-dGTP
Tubo T: 1,5 uM de ddTTP e 150 uM de cada dATP, dTTP e dCTP e 7-deaza-dGTP
Tubo C: 1,5 uM de ddCTP e 150 uM de cada dATP, dTTP e dCTP e 7-deaza-dGTP
Foram, ent@o, adicionados cerca de 10ul de dleo minerat sobre cada reagéo de
terminagdo. Apds uma breve centrifugagdo, foi iniciado o programa no termocictador
que consistiu de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos para desnaturacdo, 55°C a 62°C
dependendo da temperatura de anelamento do oligonuclectideo usado, por 30

segundos e 72°C por 45 segundos para extensio.

Apds o término dos ciclos, foram adicionados 4 !l de solugdo de bloqueic
contendo 95% de formamida, EDTA 20 mM, 0,05% de azul de bromofenol e 0,05% de

xileno cianol.

¢. Eletroforese em gel desnaturante

A corrida eletroforética dos tubos de reacao (G, A, T e C), obtidos a partir de
ambos os protocolos acima descritos, foi realizada em gel de poliacrilamida a 6% na

proporgéo de 19:1 acrilamida/bis acrilamida, em tamp&o TTE, uréia 7 M, persulfato de
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ambnic a 10% e 0,04% de TEMED. O ge! foi preparado em placas de dimensfes 38 cm
X 50 cm com espagcadores de 0,4 mm de espessura e de gradiente de espessura com
0,25 mm até 0,4 mm. Foi utilizado como tampéao de corrida, o tampé&o TTE (Tris 72 mM,

pH 8,0, taurina 24 mM, EDTA 0,4 mM).

Para a separacdo dos fragmentos marcados radioativamente o gel foi
submetido a uma comrida eletroforética com poténcia constante de 80W
(aproximadamente 50 mA e 1800 V), mantendo uma temperatura média de 50°C para
melhores resultados. Para o aguecimento prévio do sistema de eletroforese foi feita

uma pré corrida durante aproximadamente 2 horas nas mesmas condigdes.

Foram aplicados 4 pl de cada amostra previamente desnaturadas por 5 minutos
a 94°C. A duracéc da corrida variou de 2 até 7 horas dependendo da regido do DNA
que se pretendia ler. Por fim, transferiu-se o gel para um papel de filtro 3MM que foi
seco em secadora de gel a vacuo (Bio-Rad) durante 2 horas a 80°C. O gel foi mantido
em contato com um filme de raio X, a temperatura ambiente, durante 3 a 5 dias quando
usado [®S] e durante 1 dia quando usado [*?P] e entdo revelado. As leituras foram
feitas e as sequéncias de DNA foram comparadas com a seqléncia ja descrita do gene

(SCHMIDEL et al., 1990).

Estudo de polimorfismos

Foram investigadas as prevaléncias de dois polimorfismos no gene da proteina

S humana: o polimorfismo Heerlen e o dismorfismo neutro CCA/CCG Pro 626.
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O polimorfismo Heerien ocorre pela troca de uma Unica base T—C ocasionando
a substituicao de Ser 460—Pro no exon 13, criando um sitio de restri¢dio para a enzima
Rsa I, que reconhece a seqiiéncia 5' GTYAC 3' (BERTINA et al., 1990). Usando-se os
primers do exon 13 descritos anteriormente, o fragmento ampilificado € formado por 289
pares de bases. Na presenca do nucleotideo polimérfico C (GTAC), este fragmento é
entéo digerido pela enzima Rsa i resultando em dois fragmentos, com 67 e 222 pares
de bases. Consequentemente, na presenca do nucleotideo T (GTAT), o fragmento de

288 pares de bases é mantido.

Foi feita a reacao de digestdo usando-se a enzima de restricdo Rsa |
(Pharmacia), misturando-se 8 ul do produto de PCR do exon 13 com 3 unidades de
enzima Rsa | e tampé&o de reagdo (concentragéo final de Tris acetato 10 mM, pH 7,5,
acetato de magnésio 10 mM e acetato de potassio 50 mM). Incubou-se a 37°C durante
a noite. As reacGes foram aplicadas em gel de agarose a 2%, com brometo de etideo,

visualizado em transiluminador de luz ultra-violeta.

O outro polimorfismo estudado € considerado um dismorfismo neutro CCA/CCG
em Pro 626 do exon 15 (DIEPSTRATEN et al., 1991), que cria um sitio de restricao
para a enzima BstX |, a qual reconhece a seqléncia 5 CCANNNNNINTGG 3'. Usando-
se os primers do exon 15 descritos anteriormente, o fragmento amplificado é formado
por 415 pares de bases. Na presenga do trinucleotideo CCA este fragmento € entdo
digerido pela enzima BstX |, resultando em dois fragmentos, com 230 e 185 pares de
bases. Conseglientemente, na presenga do trinucleotideo CCG, o fragmento de 415

pares de bases & mantido.
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Foi feita a reagfo de digestéo usando-se a enzima de restricdo BstX | (Gibco-
BRL), misturando-se 8 ul de produto de PCR do exon 15 com 3 unidades da enzima
BstX | e tampé&o de reacéo (concentracéo final de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, MgCl, 10
mM, NaCl 50 mM). Incubou-se a 55°C durante a noite. As reagSes foram aplicadas em

gel de agarose a 2%, com brometo de etideo, visualizado em transiluminador de luz

ultra-violeta.
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Dosagens de proteina S

RESULTADOS

A avaliagdo dos niveis da proteina S dos pacientes estudados esta

demonstrada na tabela abaixo:

Pacientes PSL PST PSc Classificagio

1 NA. N.A. 46% -

2 42% 79% 28% Tipo |
3 31,5% 73,6% 26% Tipo |
4 25% 61,5% 49% Tipoi
5 50% 77% 50% Tipo |
6 0% 71% 56% Tipo |
7 50% 66,5% 78% Tipo i
8 N.A. N.A. 23% -

Tabela 2: Niveis de proteina S e classificagdo da deficiéncia dos pacientes

estudados. (N.A. - ndo avaliado)

PCR, SSCP e CSGE

Para os oito pacientes estudados foram feitas as amplificagtes dos 15 exons

incluindo as regides intronicas flanqueadoras.
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A analise pelo SSCP dos oito pacientes estudados, demonstrou apenas um
padréo eletroforético anormal no exon 2 do paciente 4, que foi confirmade pela

presenca de uma mutacéo que serd melhor descrita posteriormente (Figura 10).

Com o emprego do CSGE, foram encontrados padries eletroforéticos alterados
no exon 2 dos pacientes 3 e 4 e a formagao de heteroduplexes no exon 2 do paciente 6
e 342 e no exon 10 do paciente 5. Estas alteracSes foram confirmadas pela presenca

de mutagcdes em todos esses pacientes, que sero discutidas posteriormente.

MutagGes identificadas nos pacientes com deficiéncia de proteina S.

Estudo familiar. Analise de polimorfismos.

Os fragmentos que apresentaram um padrio eletroforético anormal em ambas
as técnicas de triagem empregadas foram seqlenciados para a identificacdo da

alteragdo molecular responsavel por sua deficiéncia.

0 seqienciamento foi realizado a partir de novos produtos de PCR, com o
intuito de se evitar que o padréo de migragio anprmal e a alteragdo molecular
correspondente fossem resultado da incorporacéo errdnea de nucleotideos durante a
amplificagdo dos fragmentos de DNA pela PCR. Além disso, os sequenciamentos foram
repetidos mais de uma vez com amostras obtidas de produtos de PCR diferentes para a

confirmacao das mutagdes encontradas.

0O sequenciamento dos fragmentos com padréo anormal permitiu a identificacéo

de sete mutag¢des de ponto: seis mutagdes na regido codificadora do gene da proteina
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S (PROS1), incluindc uma mutagéo silenciosa, em quatro dos cito pacientes estudados
e um polimorfismo num outro paciente. Nao foi observada nenhuma delecéo ou

inser¢do nos pacientes estudados.

Alguns familiares dos pacientes foram estudados. Foram realizadas as
dosagens de proteina S e foram feitas andlises do DNA pelo seglenciamento direto do
produto de PCR. Foram feitas também as analises de dois polimorfismos: do exon 13
(polimorfismo Heerlen) e do exon 15 (dismorfismo neutro CCA/CCG) do gene da

proteina S, nos pacientes e familiares.

Todos os pacientes estudados, bem como seus familiares, ndo apresentaram o

polimorfismo Heerlen.

Paciente 3

0O paciente 3 apresentou uma mutagéo caracterizada por uma transverséo
G—T no primeiro nuclectideo do codon correspondente ao aminoécide 6 no exon 2,
levando a substituicdo do aminoécido &cide glutamico (GAA) por um codon de
terminacéo precoce (TAA) (Figura 8). Esta é uma mutagdo nonsense, que interrompe a
traducdo precocemente. Este &cido glutdmico localizado na regido vitamina K-
dependente € o primeiro dos onze que sdo modificados pela y-carboxilase para a

formacéo do dominio Gla.
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Figura 8: Analise de CSGE do exon 2 e identificagdo da alteragido molecular
por seqiienciamento direto do DNA amplificado por PCR

A esquerda, gel de CSGE dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 2
do gene da proteina S, corado com brometo de etideo. O fragmento de DNA do
paciente 3, apresentou um padrdo de migracgdo eletroforética diferente dos demais
(indicado com a seta). A direita, auto-radiografia de parte da sequéncia nucleotidica do
exon 2 do gene da proteina S do paciente 3. Esta alteragédo também foi encontrada no
paciente 4. O sequenciamento revelou a transversdo G—T que resulta na formagao de
um codon de terminagéo precoce (TAA) na posigéo 6 correspondente ao residuo acido
glutamico (GAA).
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Figura 10: Analise de SSCP do exon 2 e identificagdo da alteragao molecular
por seqiienciamento direto do DNA amplificado por PCR

A esquerda, gel de SSCP dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 2
do gene da proteina S, corado com nitrato de prata. O fragmento de DNA do paciente 4,
apresentou um padrao de migragao eletroforética diferente dos demais (indicado com a
seta). A direita, auto-radiografia de parte da sequéncia nucleotidica do exon 2 do gene
da proteina S do paciente 4. Esta mesma alteragdo foi encontrada no paciente 3. O
sequenciamento revelou a transversdo G—T que resulta na formagdo de um codon de
terminagao precoce (TAA) na posi¢do 6 correspondente ao residuo acido glutdmico
(GAA).
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Figura 12: Andlise de CSGE do exon 2 e identificacdo das alteragées
moleculares por seqiienciamento direto do DNA amplificado por PCR

A esquerda, gel de CSGE dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 2
do gene da proteina S corado com brometo de etideo. Os fragmentos de DNA do
paciente 6 e de sua irma 6-T, apresentaram padrao de migracao eletroforética diferente
dos demais (indicado com a seta). A direita, uma parte da auto-radiografia da seqiiéncia
nucleotidica do exon 2 do gene da proteina S do paciente 6. O seqiienciamento revelou
trés alteragdes nucleotidicas. Uma transversdo A—C levando a substituicdo do
aminoacido acido glutamico (GAA) por alanina (GCA), uma transicdo C—T levando a
substituicdo do aminoacido treonina (ACG) por metionina (ATG) e uma tranversdo G—T
no codon correspondente ao aminoacido Prolina 35 (CCG—CCT), caracterizada como

uma mutacao silenciosa.
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Figura 14: Andlise de CSGE do exon 10 e identificagdo da alteragédo
molecular por seqiienciamento direto do DNA amplificado por PCR

A esquerda, gel de CSGE dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 10
do gene da proteina S corado com brometo de etideo. O fragmento de DNA do paciente
5, apresentou um padrao de migragao eletroforética diferente dos demais (indicado com
a seta). A direita, auto-radiografia de parte da seqiéncia nucleotidica do exon 10 do
gene da proteina S do paciente 5. O sequenciamento revelou a transicdo C—»T que
resulta na substituicdo do residuo de arginina (CGG) na posicao 289 pelo residuo
triptofano (TGG).
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Figura 15: Analise de CSGE do exon 2 e identificacao das alteragoes
moleculares por seqiienciamento direto do DNA amplificado por PCR

A esquerda, gel de CSGE dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 2
do gene da proteina S, corado com brometo de etideo. O fragmento de DNA do
paciente 7, apresentou um padrdo de migracédo eletroforética diferente dos demais
(indicado com a seta). A direita, auto-radiografia de parte da seqiéncia nucleotidica do
exon 2 do gene da proteina S do paciente 7. O seqlienciamento revelou a transicao
C—T que resulta na substituicao do residuo prolina (CCG) na posigao 35 para o residuo

leucina (CTG).
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Figura 17: Analise de restricdo do exon 13, pela enzima Rsa |, demonstrando a
presenca (+) e a auséncia do alelo Heerlen. ¢ — marcador de peso molecular

¢ X 174 digerido por Hae lll. C — controle de digestdo para a enzima Rsa |.
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Figura 18: Digestdo do exon 15 pela enzima BstX | demonstrando os

diferentes alelos do polimorfismo CCA/CCG. ¢ marcador de peso

molecular ¢ X 174 digerido por Hae lll.
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Alguns familiares do paciente 3 foram estudados e 0 sequenciamento revelou
que a mutagio foi transmitida pela mée a trés de seus filhos (propésito, e suas duas
irmas) e somente um filho néo possui a mutacéo (Figura 9). Nesta familia foi verificada

deficiéncia tipo I.

Com o estudo dos alelos CCA/CCG, foi possivel saber que um dos alelos que
contém o trinucleotideo CCA é segregado com a doenga, ja que todos os membros da
familia que possuem a mutagdo possuem pelo menos um alelo CCA e a mée que
possui @ mutagdo & homozigota para CCA e 0 pai que ndo possui a mutagao tem os

dois alelos com o trinucleotideo CCG (Tabela 3).
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Figura 9: Heredograma da familia do paciente 3. (® W) Individuos que

apresentaram trombose. (O W) Individuos sem quadro de trombose. (A)

Propdsito
PSc Mutacao Polimorfismo Pro 626
1-1 N.E. - CCG/CCG
-2 36% + CCA/CCA
I1-1 69% + CCA/CCG
-2 36% + CCA/CCG
11-3 80% - CCA/CCG
-4 26% + CCA/CCG

Tabela 3: Polimorfismo e pesquisa da mutagado na famiiia do paciente 3.

(N.E. - ndo estudado)
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Paciente 4

O paciente 4 apresentou a mesma mutagao do paciente 3, caracterizada por
uma transversdoc G—-T no primeiro nuclectideo do codon correspondente ao
aminoacido 6 no exon 2, levando a substituicdo do aminoacido acido glutamico (GAA)
por um codon de terminacdo precoce (TAA). Esta € uma mutagdo nonsense, que

interrompe a tradugéo precocemente (Figura 10).

No estudo familiar, o seqlienciamento revelou que todos os irméos, os quais ja
tiveram episodios tromboembadlicos, apresentavam a mesma mutagéo do paciente e
eram deficientes em proteina S. Uma das filhas e uma sobrinha, embora apresentem a
mutagio e sejam deficientes em proteina §, ainda s&o assintomaticas. Somente uma
outra filha, sem deficiéncia de proteina §, ndo apresentou a mutacdo (Figura 11). Nesta

familia foi verificada deficiéncia tipo |.

Com o estudo dos alelos CCA/CCG, foi possivel determinar que ¢ alelo que
contém o trinucleotideo CCA é segregado com a doenga, ja gue todos 0s membros da
familia que possuem a mutacdo possuem pelo menos um alelo CCA e o Unico individuo

normal tem os dois alelos com o trinuclectideoc CCG (Tabela 4).
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Figura 11: Heredograma da familia do paciente 4. (® W) Individuos

que apresentaram trombose. (O Q) Individuos sem quadro de trombose. (#)

Propésito
PSc Mutacéao Polimorfismo Pro 626
-1 49% + CCA/ICCG
-2 22% + CCAI/CCG
1-3 N.E. + CCAI/CCG
t-4 60% + CCAI/CCG
-1 N.E. + CCAICCG
-2 83% - CCG/CCG
-3 42% + CCAICCA

Tabela 4: Polimorfismo e pesquisa da mutagéo na familia do paciente 4.

(N.E. - ndo estudado)
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Paciente 6

O paciente 6 apresentou duas mutagdes (Figura 12): a primeira caracterizada
por uma transversdo A—C na segunda base do codon correspondente ac aminoacido
26 no exon 2, levando a substituicdo do aminoacido acido glutamico (GAA) por alanina
(GCA), a segunda mutacdio foi uma transicdo C—T na segunda base do codon
correspondente ao aminoacido 37 no exon 2, levando & substituicdo do aminoacido
treonina (ACG) por metionina (ATG). Estas duas alteracGes sdo mutagdes missense e o
alinhamento entre as seqiéncias de proteinas S de diferentes espécies de mamiferos e
das proteinas vitamina K-dependentes mostrou que estas mutagdes ocorreram em
aminoacidos completamente conservados, sugerindo um papel estrutural ou funcional

para esses residuos, sendo relevante como a causa da deficiencia (Quadro 1).

Além dessas duas mutagdes o paciente 6 também apresentou uma transversdo
G—T na terceira base do codon correspondente ao aminoacido 35, uma prolina

{CCG—CCT), no exon 2, caracterizada como uma mutagao silenciosa (Figura 12).

Alguns familiares do paciente 6 foram estudados e o sequenciamento revelou
que as trés alteractes moleculares estavam presentes somente no propdsito € em uma
irma, a qual teve episddio tromboembdlico e é deficiente em proteina S (Figura 13).

Nesta familia foi verificada deficiéncia tipo I.

Para esta familia ndo foi possivel avaliar se havia segregacéo do polimorfismo
com a doenga, uma vez que os pais do proposito n&o puderam ser estudados e

nenhum dos filhos ou sobrinhos estudados apresentaram a mutagao (Tabela 5).
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Quadro 1: Alinhamento de aminoacidos de proteinas S de diferentes espécies e
das proteinas vitamina K-dependentes

+ -k 4 % 4k F ¥k ok ok Lk ok ok

Proteina S humana (aa 22-42) CNKEERREVFENDPETDYFYP
Proteina S bovina (aa 22-42) CNKEEAREIFENNPETEYFYP
Proteina S de camundongo (aa 22-42) CNKEERREVFENNPETDYEFYP
Proteina S de macaco Rhesus (a2 22-42) CNKEHERREVFENDPETDYFYP
Proteina S de coelho (aa 22-42) CNKEEAREVFENDPETDYFYP
Proteina S de porco (aa 22-42) CSKEEAREVFENDPETMEYFYP
Protrombina (aa 22-42) CSYEHERFEALESSTATDVEWA
Fator VIl (aa 22-42) CSFEEAREIFKDAERTMKLEWI
Fator {X (aa 23-43) CSFEHERREVFENTERTTEFWK
Proteina C (aa-22-42) CDFEEAKEI FQNVDDE LAFWS

Glu26Ala Thr27Met
(*) Aminoacidos conservados entre as seis espécies de mamiferos alinhadas
(+) Aminoacidos conservados entre as seis espécies de mamiferos e SHBG e ABP

(-) Aminoacidos n&o conservados
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n () O

1 2 3 4 5

Figura 13: Heredograma da familia do paciente 6. (@ W) individuos

que apresentaram trombose. (O Q1) Individuos sem quadro de trombose. (&)

Propdsito
PSc Mutagdes Polimorfismo Pro 626

-1 N.E. + CCAJ/CCA
-2 80% - CCAJICCA
1-3 56% + CCA/CCA
-1 100% - CCA/CCA
I1-2 N.E. - CCA/ICCG
-3 98% - CCA/CCA
-4 N.E. N.E. N.E.

-5 N.E. - CCA/CCG

Tabela 5: Polimorfismos e pesquisa de mutagoes na familia do paciente 6.
(N.E. - ndo estudado}
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Paciente 5

O paciente 5 apresentou uma mutagdo caracterizada por uma transigdo Co>T
no primeiro nucleotideo do codon correspondente ac aminoacido 289 no exon 10
levando a substituicdo do aminoacido arginina (CGG) por triptofano (TGG) (Figura 14).
Esta & uma mutagdo missense. Este nucleotideo mutado esta presente numa posi¢ao
equivalente no pseudogene, contudo, est4 descartada a hipotese de termos amplificado
o pseudogene, pois nesta regido ha outras bases diferentes que compdem o
pseudogene, em relagdo ac gene, e que n&o estdo presentes no seqlenciamento.
Como o exon 10 codifica parte do dominio SHBG, foi feito o alinhamento entre
proteinas S de diferentes espécies de mamiferos e também da proteina SHBG
(globulina de ligagao de hormodnios esterdides) humana e a proteina ABP (proteina de
ligagdo de androgenos) de rato, que também é homdloga & SHBG humana. O
alinhamento demonstrou que esta mutagdo ocorreu em um aminoacido completamente
conservado, sugerindo um papel estrutural ou funcional para esse residuo, sendo

relevante como a causa da deficiéncia (Quadro 2).

Este paciente tem apenas um irmé&o vivo, dentre os seus familiares, cujo produto
de PCR do exon 10 foi sequenciado e demonstrou a mesma mutagdo apresentada pelo
paciente. Este irm&o, no entanto ndo teve nenhum episddio trombdtico, mas
infelizmente nao pudemos dosar seus niveis de proteina S. A presenca de mutacéo e

analise do polimorfismo CCA/CCG, nesta irmandade se encontra na Tabela 6.
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Quadro 2: Alinhamento de aminoacidos de proteinas S de diferentes espécies,
SHBG e ABP.

I e S B S

Proteina § humana (aa 279-299) ISRFSAEFDHRITYDSEGVILY
Proteina § bovina (aa 279-299) TTRFSAEFDHRTYDSEGVILY
Proteina S de camundongo (aa 279-299) ITRFSAEFDHRITYDSEGVILY
Proteina S de macaco Rhesus (aa 279-299) TSRFSAEFDERITYDSQGVILY
Proteina S de coelho (aa 279-299) ITREFSAEFDFRITYDSEGVILY
Proteina S de porco (aa 279-299) ITRFSAEFDERITYDSEGVILY
SHBG humana (aa 37-57) ITKTSSSEFEVRITWDPEGVIFEY
ABP de rato (aa 37-57) ISKPSSSFEFRITWDPEGVIFY

Arg 289 Trp
(*} Aminoacidos conservados entre as seis espécies de mamiferos alinhadas

(+) Aminoéacidos conservados entre as seis especies de mamiferos e SHBG e ABP

(-) Aminoacidos ndo conservados

PSc Mutagéao Polimorfismo Pro 626

Paciente 40% + CCA/CCA
Irméo N.E. + CCAJ/CCA

Tabela 6: Polimorfismos e pesquisa da mutagéo na familia do paciente 5.
{N.E. - ndo estudado)
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Paciente 7

O paciente 7 apresentou uma alterac&o nucleotidica caracterizada por uma
transicdo C—T no segundo nucleotideo do codon correspondente ao aminoacido 35 no
exon 2, levando a substituicdo do aminoacido prolina (CCG) por leucina (CTG). Esta
alteracéo foi classificada como um polimorfismo por estar presente em dois individuos

de uma populagéo de 100 individuos normais (GANDRILLE et al. 1895). (Figura 15).

Alguns familiares do paciente 7 foram estudados e o seqlienciamento revelou
que este polimorfismo foi transmitido pelo pai somente para o propdsito e que os dois
tém niveis de proteina S coagulante reduzidos guando comparados com os demais

membros da familia (Figura 16). Nesta familia foi verificada deficiéncia tipo I.

Com o estudo dos alelos CCA/CCG, foi possivel saber que um dos alelos que
contém o trinucleotideo CCA ¢ segregado com a doenga, ja que o pai, homozigoto para
o alelo CCA possui a mutagdo transmitindo-a para seu filho, sendo que a mée néo

possui a mutagéo e € homozigota para o alelo CCG (Tabela 7).
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Figura. 16: Heredograma da familia do paciente 7. (® W) Individuos

que apresentaram trombose. (O Q) Individuos sem quadro de trombose. (&)

Propésito
PSc Mutagio Poiimorfismo Pro 626
-1 76% + CCA/CCA
-2 140% - CCGI/ICCG
-1 78% + CCA/CCG
-2 107% - CCA/CCG
-3 88% - CCA/CCG

Tabela 7: Polimorfismos e pesquisa da mutagdo na familia do paciente 7.
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Tabela 8: Alteracdes moleculares identificadas no gene da Proteina S.

Paciente Alteragdo Alteragdono  Dominio CpG
nucleotidica aminoacido funcional

G-oT 6, Glu—»Stop * Gla n&o
G->T 6, Glu—~Stop * Gla néo
6 A—C 26, Glu—Ala Gla n&o
G->T 35, Pro»>Pro* Silenciosa sim
Co>T 37, Tre>Met Gla sim
7 C-T 35, Pro—>Leu Gla sim
s C-T 289, Arg>Trp*  SHBG sim

(*) mutagdes ndo descritas anteriormente



Anélise de polimorfismos em diferentes populagcoes

Foram estudadas as frequéncias de dois polimorfismos do gene da proteina S,
o polimorfismo Heerlen no exon 13 e o dismorfismo neutro CCA/CCG no exon 15, em
varios grupos éinicos da populacéo brasileira, uma vez que ndo ha estudos prévios em
nossa populagdo. Também foi avaliado um grupo de pacientes com trombose, para
verificar se esses polimorfismos se comportam como um fator de risco. As andlises de

restricéo destes polimorfismos estdo demonstradas nas Figuras 17 e 18.

Para a analise do polimorfismo Heerlen foram estudados 102 recém-nascidos,
108 negréides, 100 caucasodides, 78 indios e 573 pacientes que apresentaram
trombose. As frequéncias encontradas estao demonstradas na Tabela 9. Nao houve
diferenga significativa na freqiéncia dos gendtipos, entre as diversas populagdes

estudadas.

Para a andlise do polimorfismo CCA/CCG foram estudados 100 recém-
nascidos, 100 negrdides, 94 caucasoides, 85 indios e 450 pacientes que apresentaram

algum tipo de trombose. As frequéncias encontradas estdo demonstradas na Tabela 10.

A comparacéo da freqiiéncia genotipica entre as diversas populactes mostrou
diferencas significativas. Assim, a freqliéncia de pacientes heterozigotos com trombose
foi significativamente maior quando comparada aos recém-nascidos (p=0,04) e
caucastides (p=0,037). A freqiéncia de heterozigotos no grupe negrdide foi
significativamente maior em relagdo ao grupo de caucasdéides (p<0,01), de recém-

nascidos (p<0,01) e de pacientes com trombose (p=0,03). A freqléncia de homozigotos
20



CCG no grupo de negroides foi significativamente maior , quando comparada ao grupo
de caucasbides (p<0,01), de recém-nascidos (p<0,01) e de pacientes com trombose

(p<0,01).

As freqUéncias e o teste do qui-quadrado para verificar se as populacdes estdo
ou ndo em equilibrio de Hardy e Weinberg estdo demonstradas na Tabela 10. O teste
do %2 mostrou que apenas a populacdo de recém nascidos e caucaséides estio em

equilibrio de Hardy e Weinberg.
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Populagio TIT T/C (Heerien) ciC

(n) (n) (n) (n)
Recém-nascidos (103} 99,03% (102) 0,97% (1) -

Caucaséides (100) 100% (100) 0% (0) -
Negroides (108) 99,08% (107)  0,92% (1) -
indios (78) 100% (78) 0% (0) -
Tromboses (581) 98,6% (573) 1,4% (8) -

Tabela 9: Freqiiéncia do polimorfismo Heerlen em diferentes popuiagées.

Populagao CCA/CCA CCA/ICCG CCG/CCG Freq. dos Alelos 2
(n) {n) (n) {n) CCA CCG
Recém-nascidos (101) 3564% (36) 48,51% (49) 15,84% (16) 0,599 0,401 0,0099
Negréides (88) 22,73% (20) 76,13% (67) 1,13% (1) 0,608 0,392 31,35
Caucasdides {20) 36,66% (33) 47,77%(43) 1555% (14) 0605 0,395 0,00023
indios (84) 1,19% (1) 60,71% (51) 38,10%(32) 0,315 0685 13,84
Tromboses {432) 26,62% (115) 59,72% (258) 13,65% (58) 0,565 0,435 19,92

Tabela 10: Freqiiéncia do polimorfismo CCA/CCG em diferentes popuiagdes.
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DISCUSSAO

A proteina S humana 6 uma glicoproteina plasmética vitamina K-dependente
que age como cofator ndo enzimético da proteina C ativada na Via Anticoagulante da
Proteina C, que degrada proteoliticamente os fatores procoagulantes V e VIl ativados.
Além disso a proteina S desempenha um papel independente da proteina C ativada
inativando os fatores V ativado e X ativado. A proteina S desempenha um importante
papel na anticoagulagdo natural, j& que sua deficiéncia desencadeia complicacbes

tromboembadlicas.

A deficiéncia hereditaria de Proteina S é uma causa comum de trombose
venosa recorrente, e ocorre pela diminuigéo da atividade coagulante da proteina S. E
uma doenca relativamente rara e tem padrio de heran¢a autossémico dominante. O
diagndstico de deficiéncia de proteina S foi concluido a partir de dados clinicos e
laboratoriais, através das dosagens de proteina S total e livre por imunoeletroforese tipo
“rocket’ e de sua atividade pelo método de coagulacdo. Esses parametros classificam
as deficiéncias de proteina S em trés tipos: a deficiéncia Tipo | é caracterizada pela
reducdo nos niveis plasmaticos da proteina S, tanto na sua forma total como na sua
forma livre; deficiéncia tipicamente quantitativa; a Tipo || € caracterizado apenas pela
reducdo da atividade, que significa a presenca de uma variante funcional da proteina S;
deficiéncia tipicamente qualitativa e a Tipo |l é caracterizada por uma diminuigéo da

concentracio da proteina S livre enquanto a concentragéo de proteina S total & normal.

0O gene que controla a produgdo da proteina S (PROST) esta localizado no

cromossomo 3, préximo a regido do centrdmerc na posicdo 3p11.1 - 3g11.2. E
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constituido por 15 exons e 14 infrons abrangendo uma regifio de mais de 80 kb. Nesta
mesma regiao do cromossomo 3 ha um pseudogene (PROS2) que possui 97% de

homologia com a regido codificadora do gene ativo.

A maior dificuldade de estudar o gene ativo da proteina S (PROS 1) é a
discriminagéo do PROS 1 do seu pseudogene PROS 2. Uma forma de se evitar o
engano, € analisar o ¢cDNA a partir do mRNA, que é produtc somente do PROS1?, e

consome menos tempo que estudar os 15 exons separadamente.

A proteina S é sintetizada pelos megacariocitos, e as plaquetas contém mRNA
residual que tem sido usado para pesquisa de mutagdes. A estratégia de rastreamento
utilizando RT-PCR pode identificar rapidamente mutacdes responséveis pelas
deficiéncias de proteina § tipo | e tipo il. No entanto, a exclusdo alélica é freqlente em
pacientes com deficiéncia tipo |. Portanto, a melhor maneira de detectar mutactes
responsaveis pela deficiéncia de proteina S tipo |, mesmo consumindo mais tempo, é a

amplificagao de cada exon usando oligonucleotideos especificos para o gene ativo.

De acordo com o “database” de mutagGes no gene da proteina S, publicado em
1997 por GANDRILLE et al., foram descritas 71 mutaces de ponto diferentes sendo
que 19,8% das substituigdes nucleotidicas encontradas nos propésitos eram mutactes
nonsense, 65,3% eram mutagbes missense, 12,8% eram mutacbes em sitio de
“splicing” e 2% aboliam o codon de terminacdo natural da proteina. Dentre estas
mutacdes somente 5,5% ocorreram em dinucleotideos CpG e eram transigbes C—T ou
G—A, compativeis com o modelo de desaminacio mediado pela metilagdo (BIRD,

1986); esta porcentagem €& muito baixa quando comparada com a proporcdo de 32%
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em mutaces responsaveis pela deficiéncia de proteina C (REITSMA et al., 1995). A
distribuicdo das mutagdes ndo esta correlacionada com a distribuigdo de CpG no gene

PROS 1.

Neste trabalho foram estudados 8 pacientes com deficiéncia de proteina S que
apresentaram trombose espontanea. Outras deficiéncias ou alteragdes que predispdem

a trombose foram avaliadas e excluidas.

Para o rastreamento de mutagdes no gene da proteina S (PROS 1), a partir de
produtos de PCR de todos os exons e regifes intronicas flanqueadoras de todos os
pacientes, foi feita a anélise por SSCP e CSGE. Com o uso do método de SSCP foi
possivel detectar somente um padréo anormal entre os pacientes estudados. Como
esta técnica ndo se mostrou eficaz no rastreamento de possiveis alteragtes
moleculares, empregou-se a técnica de CSGE, que demonstrou ser um método mais
sensivel que o SSCP, ja que foram identificados seis padrées anormais de eletroforese

entre os oito pacientes estudados.

A variagdo do padrao eletroforético do SSCP é muito sensivel a pequenas
variagbes de temperatura. Como utilizamos sempre as mesmas condigbes de
temperatura, talvez isto explique a baixa sensibilidade deste método para o
rastreamento de aiteragbes moleculares em nossos pacientes com deficiéncia de
proteina S. Pode ser que se tivéssemos feito corridas eletroforéticas com outras
temperaturas verificassemos padrdes anormais. Contudo, o fator limitante deveu-se ao
numero de exons e de pacientes a serem estudados. Por outro lado, o CSGE, apesar

de ser um método tecnicamente mais dificil que o SSCP, mostrou-se muito mais
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sensivel para detecgdo de alteragbes moleculares no gene da proteina S, constituindo-

se no método de escolha para estudo posterior de outros pacientes do nosso servigo.

Para detecc&o de alteragGes moleculares no gene da proteina S, em grupos de
pacientes previamente selecionados, vem sendo empregadas diferentes metodologias,
entre elas, RT-PCR, DGGE, sequenciamento direto e seqlenciamento direto em fase
solida. Com o emprego da RT-PCR foram identificadas mutagfes em 70% dos
pacientes analisados; com ¢ método de DGGE, 15%, embora néo tenha sido analisada
toda a regido codificadora; o sequenciamento direto foi a estratégia empregada por trés
autores diferentes, tendo 62,5%, 53% e 90% de eficiencia, e com o seqlenciamento
direto em fase sélida foram identificadas mutaces em 42% dos pacientes analisados
(revisto por SIMMONDS et al., 1896). Recentemente, um estudo utilizando o SSCP
como método de triagem descreveu trés novas alteragdes moleculares encontradas em
cinco, de um total de seis familias estudadas (BUSTORFF et al., 1997). Neste trabalho,
com o emprego do CSGE, foi possivel identificar mutagées em 50% dos pacientes

analisados, além de uma mutacéo silenciosa e um polimorfismo.

A diferenca na porcentagem de mutagdes identificadas nos diversos trabalhos
pode ser explicada pelo emprego de diferentes métodos de triagem, pelos critérios de
selegdo dos pacientes, além do diagndstico confirmado de deficiéncia de proteina S.
Nesta situacdo, o estudo familiar contribui para uma melhor identificagio da deficiéncia
hereditaria de proteina S. E importante citar um artigo publicado recentemente por
BRUNET et al. (1998), que demonstra as dificuldades para um diagnéstico preciso de
deficiéncia de proteina S. Descreveu-se que pacientes classificados como deficientes

em proteina S tipo Il, nos quais ndo se verificou nenhuma mutacio genética, em
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avaliagBo posterior, apresentavam niveis normais de proteina S. Neste sentido, ao
iniciarmos nosso trabalho, a casuistica era composta por 16 pacientes com provavel
diagndstico de deficiéncia de proteina S. Contudo, este diagnéstico s6 pode ser
confirmado em 8 pacientes, que foram investigados neste estudo. Além disso, nenhum
deles & portador do fator V de Leiden, que poderia levar a um falso diagndstico de

deficiéncia de proteina S.

Com o emprego do CSGE foram identificados cinco padrdes anormais que
foram caracterizados posteriormente pelo sequenciamento. Estes padries estavam
presentes em cinco dos oito pacientes estudados e no sequenciamento revelaram sete
alteracbes moleculares (seis diferentes). Dentre eias, cinco possivelmente devem ser a

causa da deficiéncia de proteina S de quatro pacientes.

Com o seqlenciamento, nos pacientes 3 e 4, ndo relacionados, foi encontrada
uma mesma mutacdo, uma transversdo G-—T substituindo o aminoacido Aacido
glutadmico por um codon de terminaco precoce (Glu 6 Stop). Esta mutacao encontrada
no exon 2, que é responsavel pelo dominio Gla, ainda ndo foi descrita na literatura. Esta
muta¢éo, nonsense, pode ser considerada uma mutagéo deletéria ja que interrompe a
traducao precocemente caso este alelo seja expresso, a cadeia polipeptidica pode ser
truncada e talvez nem seja secretada pelo reticulo endoplasmatico, devido a néo-
maturacado conformacional. Talvez o estudc do mRNA elucidasse o0 que realmente
acontece neste caso. Esta mutagdo pode explicar a deficiéncia tipo | nestas familias ja
que codons de terminagdo prematuros tém efeitos deletérios graves na expresséo
génica. A relacdo causal entre esta mutacdo e a deficiéncia de proteina S é clara,

indicando a natureza dessa altera¢do, ja que houve segregacéo entre a anormalidade
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genética, os niveis reduzidos de proteina S e o quadro de trombose, nestes pacientes e
seus familiares. As duas criangas, da familia do paciente 49, portadoras desta mutagao,
embora deficientes em proteina S, s&o assintomaticas, confirmando que a deficiéncia
hereditaria de proteina S deve ser um fator de risco para trombose, principalmente em

adultos.

Diante da presenca da mesma mutagio em dois pacientes, 0s mesmos foram
interrogados quanto a um ancestral comum. Apesar de ndo ter sido possivel a
identificacdo concreta desse fato, esta hipdtese ndo estd descartada, ja que um dos
pacientes € do Estado de Minas Gerais e os avds maternos do outro paciente também

moravam no mesmo Estado, indicando, talvez, um possivel efeito do fundador.

No paciente 5 foi encontrada uma nova mutagéo Arg 289 Trp, causada por uma
transicdo C—T, no exon 10, que é responsavel pela codificacdo de parte do dominio
SHBG, o maior dominio da proteina S. Esta mutacido missense leva & troca de um
aminoacido carregado (Arg) por um aminoacido apolar (Trp), que pode resuitar na
interrupgéo das interagdes eletrostaticas, levando a alteracio da estrutura tercidria da
proteina. Além disso, o aminodacido arginina 289 é completamente conservado em
todas as sequéncias de proteina S descritas em outros mamiferos, e também se
encontra conservado em proteinas evolutivamente mais distantes como a proteina
SHBG humana e ABP de rato. Esta conservagéo reflete um papel funcional ou
estrutural importante para este aminoécido. Por outro lado, embora esta mutacéo esteja
presente neste paciente deficiente em proteina S, para verificarmos se esta mutacéo é

a responsavel por sua deficiéncia, seria importante a dosagem de proteina S de seu
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Unico irm&o, que é portador da mesma mutacdo para confirmar a segregacdo da

alteragéo molecular com niveis diminuidos de proteina S e quadro de trombose.

O paciente 81 apresentou trés alteragdes moleculares e duas delas sdo
mutagdes missense. Uma transversdo A—-C ocasionando a troca Glu 26—Ala e uma
transicao C—T ocasionando a troca Thr 37—Met, que j& haviam sido descritas na
literatura por GANDRILLE et al. (1995) e SIMMONDS et al. (1996). Além destas duas
mutagdes foi identificada uma alteracdo nucleotidica silenciosa, caracterizada por uma
transicdo G—T no terceiro nucleotideo do codon 35 no exon 2, correspondente ao
aminoacido prolina (CCG—»>CCT). Nesta mesma posicao foi descrita anteriormente uma

transvers@o G—A, mantendo o aminoacido profina (SIMMONDS et al., 1996).

As mutagbes Glu 26—Ala e Thr 37—Met demonstraram um efeito detrimental
nos dois individuos desta familia, ja que foram segregadas com a deficiéncia de
proteina S e quadro de trombose. No alinhamento da proteina 8 humana com outras
proteinas S descritas e também com as proteinas vitamina K-dependentes, esses
aminoacidos se mostraram completamente conservados e provavelmente tém um papel
importante na estrutura, conformacéo e fungéo dessas proteinas. Mutagtes de Glu 27
(Glu 27—Val) ou Thr 38 (Thr 38—Arg) do fator iX, que correspondem a Glu 26 e Thr 37
da proteina S, respectivamente, estdo associadas a quadro de hemofilia B severa. Os
aminoacidos Glu desta regido sdo importantes, pois sofrem modificacdes pods-
traducionais (y-carboxilaggo), formando o dominio Gla, no qual se ligam mdltiplos ons

Ca®, necessarios para que a proteina, entdo carregada positivamente, se ligue aos
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fosfolipidios da superficie endotelial ou plaquetéria, € possa exercer sua funcéo de

cofator para a proteina C ativada.

No paciente 342 a dunica alteragdo apresentada foi uma substituicdo
nuclectidica caracterizada por uma transicdo C—T no segundo nucleotideo do codon
35 no exon 2, correspondente ao aminoacido prolina (CCG) que foi substituido por uma
leucina (CTG). Este aminoécido, embora conservado entre as proteinas S de diferentes
espécies, n&o é conservado entre as diferentes proteina vitamina K-dependentes. Esta
alteracao, anteriormente descrita na literatura, foi encontrada em um paciente deficiente
em proteina S, mas nao deve ter efeito deletério, j4 que foi encontrada em dois
individuos de uma populagéo de 100 individuos normais, sendo classificada portanto

como um polimorfismo (GANDRILLE et al. 1985).

Houve uma predominancia de mutages no exon 2. Este exon é responsavel
por codificar o dominio Gla que se encontra na regifo vitamina K-dependente. Esta é
uma regido importante da proteina S, j@ que sofre modificagbes poés-traducionais
importantes (y-carboxilagéo) para que multiplos jons Ca** se liguem a proteina S, a qual
exerce sua atividade de cofator da proteina C ativada em superficies carregadas
negativamente. Nesta regifio foram previamente descritas na literatura 18 mutacdes,
sendo 12 diferentes, em diversos grupos analisados. Entre as mutagbes descritas pelo

Database, 14,3% estdo no exon 2 (GANDRILLE et al., 1997).

Os dados acima, junto aos nossos resultados, evidenciam a importancia do
exon 2. Além disso, sinalizam que este talvez deva ser o primeiro exon a ser

seqlenciado na pesquisa de mutagdes em pacientes com deficiéncia de proteina S.
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A unica alterago encontrada fora desta regido foi uma mutacdo no exon 10
responsavel por codificar parte do dominio SHBG que parece estar envolvido na ligacéo

da proteina S com a proteina de ligacdo C4b.

Dentre as alteracbes moleculares descritas neste trabalho, quatro ocorreram
em dinuclectideos CpG, sendo que trés delas eram transicdes C-—>T. Esses
dinucleotideos sdo considerados hipermutéveis (“hot spot’), j& que s&o freglientemente
encontradas mutagGes associadas & transicdes C—T e G—A, sendo explicado através
do modelo de desaminagdo mediado pela metilagdo. A reacgéo de desaminacio mais
comum envolve citosinas metiladas; a desaminacéo da 5-metiicitosina, que resulta na
formagdo de timina, aparentemente contribui para a alta porcentagem de mutacdes

espontaneas em doengas humanas (BIRD, 1986).

A identificagfo de mutagbes no gene da proteina S ndo somente contribui para
a meihor compreensdo das mutagbes patogénicas, como auxilia a esclarecer os
diagnésticos duvidosos. Isto é importante pelo fato de haver uma sobreposicdo entre os
valores de proteina S livre e total em pacientes deficientes e plasmas controles, uma
vez que € uma doenga de heranga autossdmica dominante. Neste caso, o estudo
genético torna-se um método adequado para a diferenciac@o entre o normal e o

deficiente, principalmente quando ha possibilidade de estudo familiar.

Analise de polimorfismos

O polimorfismo Heerlen é caracterizado por uma substituicdo Ser 460 Pro, no

exon 13. O aminoacido serina na posicéo 460 faz parte de uma sequéncia consenso e
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pertence a um potente sitio de glicosilagéo da proteina S. A troca por prolina exclui a
glicosilagéio neste sitio, resultando numa proteina S circulante com peso molecular
menor que a proteina S normal. Esta substituigdo foi classificada como polimorfismo e
sua fregliéncia alélica numa populagdo com trombose (0,67%) nadoc diferiu
significativamente da freqiéncia observada na populac&o em geral (0,52%), além de
nao afetar os niveis plasmaticos de proteina S, bem como sua atividade de cofator da

proteina C ativada (BERTINA et al.,1990).

Em 118 familias francesas e 46 familias espanholas deficientes em proteina S,
o alelo Heerlen foi observade em 22% e 26%, respectivamente, enquanto que as
freqléncias deste alelo na populacdc normal destes paises foram de 0,9% e 0,66% dos
individuos analisados, respectivamente. Além disso, verificou-se um desequilibrio de
ligagdo entre o alelo Heerlen e a deficiéncia de proteina § tipo tll. De 63 pacientes com
deficiencia tipo ill, 24 apresentaram o alelo Heerlen, contra 2 entre 47 pacientes com
deficiéncia tipo |, sendo esta diferenga estatisticamente significativa (Revisto por
GANDRILLE et al., 1997). Os niveis de proteina S total ndo estéo alterados (95 + 15%)
quando comparados com individuos normais, mas os niveis de proteina S livre estéo
diminuidos (59 + 12%) sugerindo que a proteina S Heerlen tem maior afinidade pela
proteina de ligagdo C4b que a proteina S normal, resultando numa distribuicdo anormai
entre a proteina S mutada e a proteina 8 normal com a proteina C4b (DUCHEMIN et

al., 1995).

Neste trabalho, entre 0s oito pacientes estudados e seus familiares, nao foi
identificado nenhum alelo Heerlen. Em amostras de diferentes populagdes brasileiras

foram encontradas, em heterozigose, as seguintes freqiéncias genotipicas: 0,97% em
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recém-nascidos, que representam uma populagdo aleatdria, 0,92% em negréides da
Bahia e 1,4% em pacientes que apresentaram algum tipo de trombose, Este
polimorfismo n&o foi identificado entre 100 caucasdides e 78 indios estudados. Estes
dados néo diferem significativamente dos dados descritos previamente na literatura por
BERTINA et al. (1990), tanto na populagéo geral, aqui representada pelo grupo de

recém-nascidos (p=1), quanto na populagdo com trombose (p=0,85).

Talvez nenhum dos nossos pacientes com deficiéncia de proteina S seja
portador desse polimorfismo, pelo fato de nenhum ser deficiente do tipo Il e pelo
pegueno numero de casos estudados. Isto ndo pode ser explicado por uma freqléncia
baixa em nossa populacdo normal, uma vez que nossos resultados sdo semelhantes

aos descritos em outros paises.

O dismorfismo neutro CCA/CCG 626, no exon 15, foi primeiramente descrito
por DIEPSTRATEN et al. (1991), e a frequéncia alélica encontrada numa populagéo
caucasoide europeia foi de 48% e 52%, para os alelos CCG e CCA, respectivamente.
Em uma populacdo francesa as frequéncias foram de 57% para o alelo CCA e 43%

para ¢ alelo CCG (GANDRILLE et al., 1995).

O dismorfismo neutro CCA/CCG foi investigado em diferentes populagbes
brasileiras, em todos os pacientes e seus familiares. No presente trabaiho, através
deste polimorfismo foi possivel, na maioria das familias, fazer andlise de segregacio
entre o alelo carreador da mutacdo e a presenca do polimorfismo. Quanto as
populagbes, foi possivel calcular as freqliéncias génicas e demonstrar se essas

populag¢bes se encontram em equilibrio de Hardy & Weinberg. As freqiiéncias génicas,
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para os alelos CCA e CCG, foram, respectivamente: em recém-nascidos, 59,9% e
40,1%; em negroides da Bahia, 60,8% e 39,2%; caucasodides, 60,5% e 39,5%; indios,
31,5% e 68,5% e numa populagdo com trombose, 56,5% e 43,5%. O teste do qui-
quadrado demonstrou que somente as populagdes de recém-nascidos e caucasdides

estdo em equilibrio de Hardy e Weinberg.

Apesar da populagdo indigena estudada ser um isolado, uma vez que localiza-
se em uma area geogréfica de dificil acesso na floresta Amazonica, no Estado do Parg,
sem contato direto com outras populagbes, o estudo desse polimorfismo mostrou
resultados inesperados. Isto porque a maior freqiiéncia de heterozigotos nio favorece a
hipotese de um isclado genético. Por outro lado, 3 polimorfismos estudados nessa
mesma populacgéo, localizados na regido promotora do gene da proteina C, mostraram

um predominio de homozigotos (MENDES, et al., 1998).

Quanto a populagéo negréide, o genotipo heterozigoto foi o mais frequente,
sugerindo que apesar do cuidado na selecdo, pode ter ocorrido miscigenacdo com

caucasdides, ou que esses individuos sdo originarios de diferentes regifes da Africa.

O fato da populagdo com trombose ser ndo aleatédria, talvez expligue o nao
equilibrio de Hardy e Weinberg. Apesar da diferenga nas frequéncias genotipicas, a
populagdo com trombose assemeiha-se mais a populacdo de recém-nascidos e
caucasoides. A populagdo de recém-nascidos, na verdade representa a populacdo
geral da regido de Campinas, e entre eles ha provavelmente um predominio de

caucasdides.
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A maior diferenca na freqiéncia genotipica foi verificada na populagdo negréide
em relag@o a caucasoides, recém-nascidos e pacientes com trombose. Apesar de ndo
estarmos comparando dois grupos negrdides, poderia haver uma influéncia genética
desse grupo, tantc na composicdo da populag¢ido de recém-nascidos como na de
pacientes com trombose. Portanto, essa diferenca genotipica talvez possa ser
explicada pelo fato dos negréides da Bahia serem diferentes dos negréides da regido

Sul-Sudeste.
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CONCLUSOES

A analise pelo método de PCR-CSGE se mostrou mais eficaz no rastreamento
de alteracbes moleculares no gene da proteina S (PROS 1) em pacientes com
deficiéncia de proteina S que o método de SSCP. Com o emprego do CSGE foi
possivel identificar alteragdes moleculares em 62% dos pacientes estudados (seis
mutagfes, uma mutacéo silenciosa e um polimorfismo). As aiteragGes identificadas que

contribuem para a deficiéncia de proteina S, perfazem 50% dos pacientes analisados.

Em quatro dos oito pacientes, ndo relacionados, estudados, com deficiéncia de
proteina S, foram identificadas sete mutagcdes de ponto, trés das quais ndo haviam sido
descritas na literatura, e também foi identificado um polimorfismo em um outro paciente.
Este estudo permitiu a identificacdo das mutacGes responsaveis pela deficiéncia de
proteina S em 50% dos pacientes analisados. Estas alteragSes foram detectadas pelo
método de CSGE que se mostrou muito eficaz quando comparado com o método de

SSCP, que demonstrou somente uma das alteracSes descritas neste trabaiho.

O predominio de mutagbes no exon 2 dos pacientes deficientes em proteina S é
similar aquele observado nas demais popula¢des analisadas até o presente momento.
A identificacdo das mutagbes e sua correlagdo com quadro clinico dos pacientes
estudados neste trabalho contribui para a compreenséo do efeito dessas alteragdes na

atividade da proteina S.

As freqliéncias do polimorfismo Heerlen e do dismorfismo neutro CCA/CCG,
que ainda ndo tinham sido determinadas em populagbes brasileiras, estdo de acordo

com os dados descritos na literatura, em diferentes populacdes mundiais.
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SUMMARY

Human protein S is a plasmatic vitamin-K dependent glicoprotein that acts as a
non-enzimatic cofactor of activated protein C in the protein C anticoagulant pathway. In
addition to this protein S has an independent role that activated protein C, which is to

inactivate factors Va and Xa.

The plasmatic concentration of protein S is regulated by a C4b binding protein
that acts on the Complement Classical Pathway. C4b protein forms inactive complexes
with approximately 60% of total protein S, and only the free form of protein S its can act

as a cofactor of activated protein C.

The hereditary deficiency of protein S is a common cause of recurrent venous
thrombosis, and occurs due to the decrease of the anticoagulant activity of protein S. It

is a relatively rare disease and it has a dominant autossomic hereditary pattern.

The gene which controls the production of protein § (PROST) is located in
chromosome 3, near the centromer region at position 3p11.1 - 3q11.2. It is formed by
15 exons and 14 introns comprising a region of over 80kb, which originates a mRNA of
3,5 to 4,0 kb. In this same region of chromosome 3 there is a pseudogene (PR0OS2)

which is 97% homologous to the codifying region of the active gene.
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According to the protein S gene mutation database published by GANDRILLE
et al., 71 different point mutations were described, 19.8% were nonsense mutations,
65,3% were missense mutations, 12,8% were splice site mutations, and 2% abolished
the natural codon termination of the protein. Sixteen different insertions/deletions and
two large delstions were aiso described. A total of twelve rare polymorphisms were
described including the Heerien polymorphism and a frequent polymorphism, the

neutral dismorphism CCA/CCG.

The SSCP and CSGE analysis permit the quick and efficient screening of the
mutations. Direct DNA sequencing permit the precise determination of the molecular
alteration responsible for the disease. In this study these methods were used in the
study of protein S gene (PROST) of eight patients with protein S deficiency which
presented spontaneous thrombosis. Other deficiencies which predispose to thrombosis

were evaluated but were not detected.

With the use of this methodology it was possible to detect and identify seven
point mutations in four of the eight patients studied, including a silent mutation in
addition to a polymorphism in another patient. Of the mutation found only one was

detected by the SSCP method.

Considering the clinical and laboratory data of the patients studied, together
with the analisys of the family, the resuits of this study suggest that the mutations

identified are responsible for the hereditary protein S deficiency. The identification of
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the mutations and its correlation to the clinical data of the patients studied contribute to

the comprehension of the structural-functional relation of this protein.

The frequencies of the Heerien polymorphism and the neutral dismorphism
CCAJ/CCG, in different groups of the Brazilian population (newborns, caucasoides,

Black population, indians and patients with thrombosis) were also determined.

The results obtained in the different groups studied, for Heerlen polymorphism,
did not differ significantly from those described previously in the literature by BERTINA

et al, 1990. This polymorphism was not identified in any of the patients studied.

The allelic frequencies of the neutral dismorphism CCA/CCG do not differ
significantly from those described in literature by DIEPSTRATEN, et al., 1991 and
GANDRILLE et al, 1995. OQur results revealed that the miscigenation may have
occurred in the Black population, in spite of being considered as a genetic isolate,
showed a predomination of the heterozygous genotype. The CCA/CCG polymorphism
was also used o analyse the segregation in families with protein S deficiency and was

informative in three families that were analysed.
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