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Resumo

A AT € o mais importante inibidor da trombina, além de inativar todos os outros fatores
ativos da coagulagéo, com uma menor atividade sobre o fator VI ativado. O grau de inibicdo
da trombina, do fator X ativado e do fator IX ativado é muito lenta. Esta inibicdo é
dramaticamente aumentada na presenga de heparina, tornando-se virtualmente instantanea,

tanto in vivo quanto in vitro.

A deficiéncia de AT estd associada a fendémenos tromboembdlicos em humanos. De
fato, a deficiéncia de AT foi a primeira causa descrita de trombofilia hereditaria. A importancia
da manuteng¢éo de niveis normais de AT na circulagéo pode ser avafiada pelo fato de que,
individuos  heterozigotos para deficiéncia de AT podem apresentar quadro de

tromboembolismo de repeticio.

A freqliéncia de deficiéncia congénita de AT n&o é incomum, estando por volta de
1/5000 e 1/2000 na populagdo geral. Contudo, dependendo do tipo de deficiéncia, esta
freqiéncia pode ser de 1/500. A incidéncia de deficiéncia de AT em pacientes com
trombofilia & de aproximadamente 3%. O modo de heranga é autossémico dominante, e os
heterozigotos apresentam concentracéio plasmatica de AT ao redor de 40 - 70% do normal. A
deficiéncia de AT foi classificada em 2 tipos: Tipo 1 é caracterizada pela reducdo da atividade
e dos niveis de antigeno; Tipo |l é caracterizada pela aiteracdo da atividade associada a
nivels normais de antigeno. O tipo Il se subdivide em 3: Subtipo RS - anormalidade do sitio
ativo, Subtipo HBS - anormalidade do sitic de ligagdo com a heparina, Subtipo PE -

anormailidade do sitio ativo e do sitio de ligagao com a heparina.

O gene da AT estd localizado no cromossomo 1, na regiao
1923—1g25 e inclui 7 exons, numa extensao de 13.480 pb. De acordo com o “database” de
mutagdes no gene da AT, publicado em 1997 por LANE et al., foram descritas 127 mutagdes,
sendo que 60 das substituigdes nucleotidicas encontradas nos propésitos eram mutacoes
“missense’, 8 eram mutagdes " nonsense”, e 7 eram mutagdes em sitio de clivagem. Dentre
estas mutagbes 16 ocorreram em dinucleotideos CpG. Foram descritas 12 insergbes e 40

delecoes. Também foram descritos um total de 13 polimorfismos.
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Neste trabalho foram estudados cinco pacientes com deficiéncia de AT que
apresentaram trombose espontanea (3 pacientes) ou associada ao uso de anticoncepcional
oral (2 pacientes). O estudo familiar também foi realizado, contribuindo para uma melhor

identificacao da deficiéncia hereditaria de AT.

O rastreamento de alteragdes moleculares foi realizado pelo SSCP e CSGE, que se

mostraram complementares.

Com o uso do método de SSCP detectou 4 padrdes anormais: um padrao anormai
referente a dois polimorfismos no exon 4 (7596G—>A e 7626G—-A) em 2 pacientes; outro
padrao referente & mutagéio +1 V83 G—A em 1 paciente; outro referente & mutagao 13328
G—A no exon B, com a troca do aminoacido alanina por treonina na posicao 404, em um
paciente, e outro no exon 3A, provavelmente decorrente da insergéo ou deleg@o na posicao
5379.

O CSGE revelou 4 padrdes anormais: um padrao referente a um polimorfismo no
IVS5 - 9893 G—C , em 2 pacientes; outro padréo correspondente a mesma mutacao também
determinada pelo SSCP, +1 VS5 G—A em 1 paciente; outro padrao referente a8 mutagéo +5
IVS1 G—A em 1 paciente, e outro padrao anormal, também rastreado pelo SSCP, localizado

no exon 3A, provavelmente decorrente da inser¢ao oij delegdo na posigéo 5379.

Todos os polimorfismos identificados ja foram descritos anteriormente, e nao parecem

ter relacio com a deficiéncia de antitrombina.

A mutacio 13328 G—A no exon 6 ja havia sido descrita em 3 outras familias com
deficiéncia de antitrombina, e parece interferir com o sitio de ligagdo com a heparina e com o
sitio reativo. Em nosso paciente esta foi uma mutagao de novo, confirmada por estudo de

paternidade.

As outras 2 mutacdes ainda nao foram descritas e ocorreram em sitios de clivagem do
RNA, com troca de um G por um A nas posigoes +1 e +5, nos introns 5 e 1, respectivamente.
Estas regides sdo altamente conservadas no gene, conhecidas com regibes consenso.
Mutagbes que ocorrem nesse regiao, em outros genes sao responsaveis por outras doengas,
como a hemofilia A, hemofiiia B, deficiéncia de proteina Ce S, e p-talassemia. Alem disso, ©

estudo familiar mostrou que houve segregagéo da mutagdo com a deficiéncia.
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Apesar da deficiéncia de antitrombina em heterozigose apresentar um risco relativo de
trombose de 5 vezes, este estudo mostrou que muitos familiares sao portadores
assintomaticos, o que favorece a hipétese de que outros fatores ainda nao identificados
devem contribuir para a clinica de trombose. Outros fatores de risco para trombofilia como
deficiéncia de proteina C, proteina S, e mutagdes no gene da protrombina, ndo estavam
presentes em nenhum dos pacientes. As mutagdes no gene do fator V (fator V Leiden) e da

MTHFR estavam presentes apenas no paciente com a mutacao de novo.
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Summary

AT is the most important thrombin inhibitor, also inactivate all the other coagulation
active factors, with a little activity on activated factor Vii. The inhibition is dramatically
increased in the presence of heparin, becoming virtually instantaneous, even in vivo as in

vitro.

AT deficiency is associated to thromboembolic phenomenons in humans. In fact, AT
deficiency was the first described cause of hereditary thrombophilia. The importance of
maintenance of normal At levels in the circulation can be evaluated by the fact that,

heterozygous AT deficient individuals can present recurrent thromboembolism.

The frequency of congenital AT deficiency is not uncommon, being about 1/2000 to
1/5000 in the general population. However, depending on the deficiency type, this frequency
can be of 1/500. The incidence of AT deficiency in patients with thrombophilia is
approximately 3%. The inheritance way is autosomic dominant, and the plasmatic AT
concentration in heterozygous is about 40 to 70% of the normal. AT deficiency was classified
in 2 types: Type 1 is characterized by the reduction of the activity and of the levels of antigen;
Type H is characterized by the alteration of the activity associated to normal levels of antigen.
The type |l is subdivided in 3. Subtype RS - abnormality of the active site, Subtype HBS -
abnormality of the heparin binding site, Subtype PE - abnormality of the active site and of the

heparin binding site.

AT gene is located on chromosome 1, in 1g23—1g25 and includes 7 exons, in an
extension of 13.480 pb. In agreement with the database of mutations in the AT gene,
published in 1997 by LANE ef al,, 127 mutations were described, and 60 of the nucleotides
substitutions were missense mutations, 8 were nonsense mutations, and 7 were splice site
mutations. Sixteen mutations occured at dinuclectides CpG. Twelve insertions and 40

deletions were also described. A total of 13 polymorphisms were identified.

We studied five patients with AT deficiency who presented spontaneous thrombosis (3
patients) or thrombosis associated to oral contraceptive use (2 patients). The family study
was also accomplished, contributing to a better identification of the hereditary AT deficiency.
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The molecular alterations were initially identified by SSCP and CSGE, and the results

showed that they were complementary methods.

Using SSCP method, it was possible to detect 4 abnormal patterns: an abnormal
pattern regarding two polymorphisms in the exon 4 (7596G—A and 7626G—A) in 2 patients;
another related to the mutation +1 IVS5 G—A in 1 patient; and another regarding mutation
13328 G—A in the exon 6, with the change of the amino acid alanine for threonine in the
position 404, in one patient. The last abnormal pattern is located in the exon 3A, and probably

is related to a insertion or deletion in position 5379.

The CSGE revealed 4 abnormal patterns: a pattern regarding a polymorphism in the
VS5 - 9893 GoC, in 2 patients; another corresponding 1o the same mutation also
determined by SSCP, +1 IVS5 G—A in 1 patient; and another pattern regarding the mutation
+5 IVS1 GoA in 1 patient. The last one, also identified by SSCP, located in the exon 3A, and

probably is related to a insertion or deletion in position 5379.

All the identified polymorphism was already described previously, and no relationship

was found with AT deficiency.

The mutation 13328 G—A in the exon 6 had already been described in 3 other families
with antithrombin deficiency, and it seems to interfere with the heparin binding site and the

reactive site. In our patient it was a de novo mutation confirmed by paternity study.

The other two mutations were not described yet, and were located at splice sites, with
the change of a G fo A, in the +1 and +5 positions, in the introns 5 and 1, respectively. These
consensus areas are highly conserved in the gene. Mutations iocalized in other genes at the
same areas are responsible for other diseases, like hemophilia A, hemophilia B, protein C or
protein S deficiency and B-talassemia. Besides, the family study sho{r\red that there was

segregation of the mutation with the deficiency.

Heterozygous AT deficiency have a five-fold increased risk for venous thrombosis. In
this study a number of relatives are asymptomatic carriers, that favors the hypothesis that
thrombosis is a multifactorial disease. The other alterations associated with a risk for

thrombosis, like protein C and protein S deficiency, and prothrombin (20210 G->A) gene
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mutation were not present in any patient. Mutation in the gene of factor V (factor V Leiden)
and MTHFR were present only in the patient with AT de novo mutation.
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1 - Introducéo

1.1. COAGULAGCAO SANGUINEA

A hemostasia é o sistema responsavel pela manutengao do sangue fluido dentro dos
vasos, participando o endotélio vascular, as plaquetas, os fatores e inibidores da coagulagéo

sanglinea, e a fibrindlise.

A cascata da coagulagdo sangilinea humana ocorre através de uma série de
interagbes enzimaticas, aceleradas por cofatores que convertem precursores inativos,
zimogenos, em suas formas ativas, culminando com a produgdo de trombina e coagulagao
do fibrinogénio (TUDDENHAM & COOPER, 1994).

A coagulagéo do sangue ocorre por duas vias diferentes: a via intrinseca, que se inicia
pela ligacéo do fator Xl a uma superficie ativadora, o coldgeno exposto do subendotélio: ou
a via extrinseca, que ¢ iniciada pela liberagéo de fator tecidual dos tecidos adjacentes ao
vaso lesado. Estas duas vias convergem em uma via comum, apds a ativagao do fator X
(TUDDENHAM & COOPER, 1994) (Figura 1).

1.1.1. Via Intrinseca da Coagulagéao

O papel iniciador foi destinado ao fator XIl, uma proteina plasmatica, o qual além de se
ligar as superficies carregadas negativamente (via de ativagdo por contato), como vidro,
caolim, carbonato de bario, entre outros, sofre um rearranjo, tornando-se mais sensivel a
ativacao pela calicreina. Esta circula como um zimégeno, a pré-calicreina, a qual é clivada
pelo fator XIl ativado e convertida em sua forma ativa, a calicreina. O inicic do processo
ainda néo é conhecido, ja que nZo se sabe se a conversao da pré calicreina em calicreina é
que ativa o fator Xll, ou vice-versa. O cininogénio de alto peso molecular atua como cofator
nesta reagao, promovendo a ligagéo da calicreina e pré-calicreina as superficies carregadas
negativamente. O fator Xil ativado, uma vez produzido, cliva o fator Xl, ativando-o
(TUDDENHAM & COOPER, 1894). Apéds desligar-se da superficie a qual estava ligado e na
presenca de ions célcio, o fator Xl ativado ativa o fator IX. Nesta etapa forma-se um

complexo trimolecular constituido pelo fator VIl ativado, apds seu desligamento do fator de

Introdugio 2



von Willebrand, pelo fator X e o proprio fator IX ativado. O fator VIl ativado acelera a
ativacao do fator X pelo fator IX ativado, sendo conhecide como complexo tenase. O fator X
é clivado pelo fator IX, resultando no fator X ativado. O fator X ativado entdo promove a
formagdo do complexo protrombinase que compreende os fatores V ativado, X ativado e
protrombina (fator If) (COOPER & KRAWCZAK, 1997). O fator V & clivado pela trombina ou
pelo fator X ativado. Com esta clivagem o fator V agora ativado, se liga as superficies
plaquetarias ativadas, na presenga de ions calcio livres, acelerando a ativagdo da
protrombina pelo fator X ativado, originando portanto trombina. Esta participa da ativagao dos
fatores V, VII, VIIl e XI (“feedback” positivo), para a rapida formagéo de grandes quantidades
da propria trombina (MANN & LORAND, 1993), que atua sobre o fibrinogénio, iiberando 4
pequenos fibrinopeptideos. Os mondmeros de fibrina gerados se polimerizam formando a
rede de fibrina que compde o codgulo. Este codgulo € relativamente instave! e € convertido
na sua forma estavel pela agéo do fator X!l ativado. O fator XH| circula como um precursor
inativo, que passa a sua forma ativada quando é clivado pela trombina. O fator Xill & a unica
proteina nao-serina protease da coagulagéo, sendo classificado como uma transamidase,
que age formando ligagdes covalentes g-(y-glutamil)lisina entre dois mondmeros de fibrina,
garantindo a estabilizacéo do coagulo. Esse mesmo fator promove a ligagéo de proteinas
plasmaticas como fibronectina e a2-antiplasmina as cadeias de fibrina, resultando na
incorporagéo das mesmas ao coagulo (TUDDENHAM & COOPER, 1994).
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VIA EXTRINSECA

. Dang Vaspula
Fﬂm‘ Xa -~ Tmb”li !

Fator Viia - Fator 1Xa

Fator ecidoa

Fator VIla Fatar VII A Vil

Fator tecidusl Fator tecidus!
(8

Fator IX ' | Fater IX

Fator ¥1ila
O FL,
O™ FL

Protrombina
Fator XH}

) C’zf
Fibrina

Fator Xia

an

Figura 1: Vias Intrinseca e Extrinseca da Coagulacido Sangiiinea. A ativacio da via

intrinseca da coagulagzo se inicia a partir da ativag&o do fator Xl e também pode
ser iniciada quando a trombina gerada, leva a ativag&o do fator XI. A ativacio da
via extrinseca da coagulacdo ocorre apés dano vascular e exposi¢do do fator
tecidual ao sangue. As duas vias convergem na ativacéo do fator X. Os fatores
ativados s&o indicados pela letra “a” (Xla, Xa, IXa, etc) e FL séo fosfolipidios.
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1.1.2. Via Extrinseca da Coagulagio

A Via Extrinseca da coagulagéio pode produzir um coagulo em segundos, ao contrario
da Via Intrinseca, que leva alguns minutos. E chamada de Via Extrinseca, uma vez que &
acionada a partir de um componente externo ao sangue. 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 subendoteliais da parede
vascular, cerebro e placenta (TUDDENHAM & COOPER, 1994). Na coagulagdo, é
compietamente ativo no estado natural, ndo precisando de modificagdes para desempenhar
seu papel de cofator. Isto somente € possivel pelo fato de n&o estar normalmente exposto
na circulaggdo. O rompimento da parede vascular permite que o processo de ativagao se
inicie. O fator tecidual funciona como um cofator na ativagéo dos fatores VIl e X. Os fatores
Vi ativado e X ativado sé@o capazes de ativagéo reciproca, e esse processo pode ser
engatilhado pela presenga de uma quantidade diminuta de fator X ativado ou fator VII
ativado. O fator Vil ativado cliva o fator X da mesma maneira que o fator IX ativado no
complexo tenase, conduzindo a convergéncia das vias intrinseca e extrinseca. O complexo
fator Vilfator tecidual ativa o fator IX que quando ativado, age no complexo tenase, na via
intrinseca. O fator X ativado interage com o fator V ativado no complexo protrombinase, que
é responsavel pela formacdo de trombina e polimerizacao dos mondmeros de fibrina
(COOPER & KRAWCZAK, 1897).

1.2. INIBIDORES DA COAGULAGAO

A coagulagao sanglinea em condigdes normais, € regulada por varios mecanismos
naturais de anticoagulagdo, para a manutengdo da hemostasia e integridade do sistema
vascular. A presenca de moléculas regulatérias & essencial para a manutencio da
estabilidade da coagulagéo, que € controlada por diferentes inibidores das proteases, que
atuam no processo de coagulagéo: antitrombina, proteina C, proteina S e inibidor da via do
fator tecidula. Os inibidores dessas proteases podem ser divididos em dois grupos principais:
as serpinas e as kuninas (SALVESEN & PIZZO, 1994). As serpinas s&o inibidoras de serina
proteases, e as kuninas inibem a tripsina pancreatica, tendo como seus principais
representantes a antitrombina e o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), respectivamente. A
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importancia dessas moléculas reguladoras € evidenciada pela tendéncia ao desenvolvimento
de tromboses, quando de sua deficiéncia (TUDDENHAM & COOPER, 1994).

Outros inibidores plasmaticos de proteases como o cofator il da heparina, a o1-
antiplasmina, a o2-antiplasmina, o inibidor do ativador do plasminogénio 1, o inativador de
C1 e o inibidor da proteina C ativada tém papel significativo na regulacdo da coagulagao

sangliinea.
1.2.1. Inibidor da Via do Fator Tecidual (TFPI}

O plasma contém um inibidor do fator tecidual, originalmente denominado inibidor da
coagulagéo associado 3 lipoproteina por BROZE et al.(1988), e Inibidor da Via Extrinseca por
RAO & RAPAPORT (1987) e atualmente é chamado de Inibidor da Via do Fator Tecidual. O
TFPI & uma proteina que foi classificada, por sua estrutura, como um inibidor do tipo Kunitz,
caracterizado por 58 aminoacidos com os residuos de cisteina conservados. A inibigdo pelas
kuninas caracteriza-se por ser lenta, competitiva, reversivel e de forte ligagdo a protease.
Sua agao esta relacionada com a formagao de um complexo inibitério com fator X ativado.
Este complexo se liga ao complexo fator tecidual/fator VIl ativado, formando portanto um
complexo inibitério quaternario com perda da afividade catalitica do complexo fator Vi
ativadoffator tecidual. O TFPI é um inibidor de serina protease que contém uma seqléncia
amino-terminal acida seguida de trés dominios do tipo Kunitz, € uma regiao do tipo carboxi-
terminal basica. Dois dos dominios tipo Kunitz estao envolvidos neste complexo, um para a
ligagao com o fator X ativado e outro para o fator VIl ativado, mas o terceiro é aparentemente
dispensavel (TUDDENHAM & COOPER, 1994).

1.2.2. Via Anticoagulante da Proteina C

A trombina tem um pape! importante na anticoagulagao, pois participa da Via
Anticoagulante da proteina C. A ativagéo da proteina C requer a presenca de um receptor, a
trombomodulina, que é expresso na superficie das células endoteliais e tem alta afinidade
pela trombina. A proteina C é ativada pelo complexo trombomodulina-trombina e liberada
como uma serina protease, proteina C ativada, com especificidade para os fatores V e VIii,
dando inicio a Via Anticoagulante da proteina C. A proteina G requer um cofator para sua
acdo nos fatores V e VIil, chamado proteina S, uma proteina sintetizada por células
endoteliais assim como pelo figado (TUDDENHAM & COOPER, 1994).
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Além disso, a proteina C ativada tem uma agéo pro-fibrinolitica, tanto pela diminuigao
da atividade do inibidor do plasminogénio (produzido pelas plaguetas), quanto pela reducao
nos niveis de formagao de trombina (COMP & ESMON, 1981).

A proteina S humana é uma glicoproteina plasmatica vitamina K-dependente que age
como cofator n&o enzimatico da proteina C ativada na Via Anticoagulante da proteina C.
Aiém disso, a proteina § desempenha um papel independente da proteina C ativada,
inativando os fatores V e X ativados (DI SCIPIO ef al., 1977).
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1.3. ANTITROMBINA
1.3.1. Historico

Em 1905 Morawitz descreveu pela primeira vez a existéncia de um anticoagulante,
caracterizado pela capacidade do plasma humano de neutralizar lentamente a trombina,
introduzindo o termo “atividade progressiva de AT’ (BLAJCHMAN ef a/.,1992; COSGRIFF et
al., 1983)

Em 1918, Howell and Holt (COSGRIFF et al., 1983) descrevem que com a descoberta
e a utilizacdo da heparina como anticoagulante, logo ficou evidente que o tratamento
somente era eficaz na presenga de um componente plasmatico (BLAJCHMAN et al.,1992).
Esta atividade foi chamada 20 anos mais tarde por Quick, Brinkhous e colaboradores
(COSGRIFF ef al., 1983) de cofator de heparina.

Em 1943, Astrup e Darling demonstraram que a* antitrombina progressiva’, que inativa
a trombina lentamente na auséncia de heparina, e o cofator de heparina, que produz uma
rapida perda da atividade da trombina na presenca de heparina eram componentes
plasmaticos diferentes (COSGRIFF ef al., 1983).

Em 1854, Seegars e colaboradores (SEEGARS ef al., 1954) propuseram uma
classificagao numérica para as varias AT ativas: a AT | representava a capacidade de um
coagulo de fibrina de absorver trombina e entdo neutralizar sua atividade; a AT |l
representava a atividade do cofator de heparina; a AT Il foi o termo usado para descrever a
atividade da AT progressiva inicialmente descrita por Morawitz; a AT IV representava a
atividade inibidora de trombina vista na associagdo com ativacao da protrombina; a AT V foi
designada para a atividade de AT encontrada no piasma de um paciente com
hipergamaglobulinemia, na qual a giobulina patologica inibia a trombina; ¢ & AT VI
representava a inibigdo de trombina produzida pelos produtos de degradacido da fibrina
(BLAJCHMAN et al.,1992).

Com o isolamento de uma proteina plasmatica por Abildgaard (ABILDGAARD et
al 1968; COSGRIFF et al., 1983) em 1968, que estava associada com atividade progressiva
da AT, foi compreendido que esta proteina (AT Ill) era o maior anticoagulante plasmatico e
que ela também tinha atividade de cofator de heparina (AT Il) (ROSENBERG et al., 1973,
BLAJCHMAN et al.,1992)
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Posteriormente, a disponibilidade de uma grande quantidade desta proteina,
proporcionou a evidéncia convincente de que o componente plasmatico envolvido na
atividade progressiva de AT e que a produgéo de atividade de cofator de heparina eram os
mesmos (BLAJCHMAN et a/.,1992), sendo que em 1973, foi chamada de Antitrombina il (AT
11} por Rosenberg e Damus (ROSENBERG et a/,, 1973; COSGRIFF et al., 1983).

Foram realizadas varias tentativas de mudar a nomenclatura, e a partir de 1994, de
acordo com recomendagdes do Comité da Sociedade Internacional de Hemostasia e

Trombose (ISTH), a nomenclatura Antitrombina (AT) foi implantada (LANE et af., 1997).

O possivel papel da AT no desenvolvimento da trombose foi percebido por Howell em
1914 (COSGRIFF et al., 1983).

A existéncia de uma deficiéncia envolvendo a AT foi reconhecida primeiramente por
Egberg em 1965 (EGEBERG et al, 1965; COSGRIFF ef al, 1983; HATHAWAY, 1991:
BLAJCHMAN ef al.,1992), quando descreveu uma familia, onde alguns membros sofriam de
episodios de tromboembolismo recorrente. O plasma dos membros afetados desta familia
apresentava uma reducao tanto na atividade progressiva da AT como na atividade de cofator
de heparina (HATHAWAY, 1981; BLAJCHMAN et al ,1992).

Apés esta primeira descricdo da deficiéncia de AT, muitas outras familias com
deficiéncia classica de AT foram descritas em diversas localizagdes geograficas do mundo,
com uma prevaléncia de 1:2000 a 1:5000 (THALER ef al., 1981; COSGRIFF et al., 1983:
GRUNDY et al, 1991)

Uma década apos a descrigdo inicial da deficiéncia classica de AT, Sas ef af (1975)
descreveram o primeiro caso de uma familia com uma deficiéncia qualitativa de AT, causada
pela presenca na circulagdo de uma protefna mutante: AT Budapest (SAS et af, 1974;
BLAJCHMAN ef al.,1992).

Outra década se passou até que o estudo molecular permitiu a determinacdo da
seqUéncia completa de nucleotideos do ¢DNA da AT humana (BOCK ef al, 1982;
PROCHOWNIK ef al., 1983; STACKHOUSE ef al., 1983; CHANDRA et al., 1983: OLDS ef
al., 1993).
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1.3.2. Proteina primaria

A AT é um membro da familia dos inibidores de serina proteases, também designadas
de serpinas (COOPER & KRAWCZAK, 1997).

O grau de homologia entre as serpinas sugere que elas se desenvolveram de uma
molécula de ancestral comum, cerca de 300 a 600 milhdes de anos atras (BLAJCHMAN et
al. 1992; PROCHOWNIK ef al, 1985). As serpinas consistem de cadeias simpies de
moléculas de glicoproteina, de aproximadamente 400 aminoacidos de extenséo
(BLAJCHMAN et al.,1992).

Embora a maior parte das serpinas funcionem como inibidoras de serina proteases,
nem todas tem conservado tal fungéo. Algumas tem desenvolvido outros papéis, tais como
carreadoras de moléculas lipofilicas, como precursoras de horménios ou ainda sem fungao
reconhecida (BLAJCHMAN ef al.,1992).

Cada inibidor serpina tem um centro reativo semelhante, que atua como um

pseudosubstrato para as proteases alvo (BLAJCHMAN et al.,1892).

A inativacdo de proteases pelos inibidores serpinas ocorre pela formagao de um
complexo covalente estoiquiomeétrico 11 entre o sitio ativo da serina protease e o sitio
reativo da sempina (designados sitios P1 e P, respectivamente) (BLAJCHMAN et al.,1992;
COOPER & KRAWCZAK, 1997; BOCK & PROCHOWNIK, 1987). Na AT o sftio peptidico
P1 — P1’ esta localizado entre Arg 393 e Ser 394 (PERRY et al., 1998).

A AT humana derivada do plasma é sintetizada pelos hepatécitos (VIiDAUD et al,
1991) e sua meia-vida e de 2 a 4 dias. Iniciaimente a AT é sintetizada como uma
glicoproteina de cadeia simples que compreende 464 residuos de aminoacidos. Apds a
clivagem entre a cisteina -1 e a histidina +1 com a liberagdo do peptideo sinal de
32 aminoacidos, a proteina plasmatica madura de 432 aminoacidos € secretada
(JOCHOMANS et al., 1998, PERRY et al., 19988). Destes aminodcidos, 6 sao cisteinas que
formam 3 pontes dissulfidicas, ligando Cys 8-Cys 128, Cys 21-Cys95 e Cys 247-Cys430
(LANE & BAYSTON, 1997, SUN & CHANG, 1989: TOMONARI et al, 1992). O peso
molecular da AT é de 58.200 daltons.
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A molécula também contém 4 sitos de glicosilagdo, os residuos Asn 96, Asn 135,
Asn 155 e Asn 192, onde se ligam os oligossacarideos, e compreendem aproximadamente
15% do peso molecular (LANE & BAYSTON, 1997; BLAJCHMAN ef al.,1992). Uma forma
subglicosilada de AT plasmatica, que representa aproximadamente 10% da concentragéo de
AT do plasma total, é glicosilada em somente 3 dos 4 resfduos de Asn, ndo incluindo
Asn 135 (LANE & BAYSTON, 1997; BLAJCHMAN et af.,1992). Esta glicosilacdo parcial é
atribuida a presenca de uma Ser na terceira posicdo da sequéncia consenso de
N-glicosilacao (LANE & BAYSTON, 1997; PICARD ef al., 1995).

1.3.3. Mecanismo de Agéo

A AT ¢ o maior inibidor fisiolégico de trombina e desempenha um papel na inibicao de
outras serina proteases, incluindo fatores X, IX, XI e Xl ativados. A AT também atua como
um inibidor fisiolégico do fator VI, ao acelerar a dissociagdo do complexo fator Vil
ativadoffator tecidual, e impedindo sua reassociagéo (LANE & BAYSTON, 1997; RAO ef a/.,
1993). A inibicao fisiologica mais importante € a inibigdo de trombina, que é relativamente
lenta sob condicdes fisiolégicas, mas grandemente acelerada na presenca de heparina
(BLAJCHMAN ef al.,1992).

A inativagao das proteases pela AT envolve a formagdo de um complexo molar 1:1
entre o sitio ativo da serina e o centro reativo da AT. O centro reativo Arg 393 - Ser 394 da
AT esta situado no dominio carboxi-terminal da molécuia (BLAJCHMAN ef al.,1992: BJORK

et al., 1982).

Quando a trombina interage com AT, as duas moléculas formam um complexo
estoiquiomeétrico covalente estavel, que é rapidamente removido da circulaggo. A formacgao
deste complexo estavel covalente inicialmente envolve a clivagem da ligagso peptidica Arg
393 - Ser 394 pelo sitio ativo da trombina e posterior associacao entre o sitio ativo da serina
e a Arg 393 (P1) da AT clivada (BLAJCHMAN et al,,1992; LANE & BAYSTON, 1997 BJORK
et al., 1982; BJORK et al., 1981).

A inibigao da trombina, assim como de outras serina proteases da via da coagulacao
pela AT ¢ relativamente lenta na auséncia de heparina, mas pode ser muito potencializada

na presenga desta. Este aumento é mediado pela ligagéo da heparina com a AT, resultando
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na sua mudanga conformacional, que a torna mais ativa na inibigio das proteases
(BLAJCHMAN et af.,1992, OSLON & SHORE, 1981).

1.3.4. Interacdo da AT e heparina

Um efeito acelerador na formacéo do complexo AT-protease € causado pela heparina.
A formagao do complexc AT-trombina & acelerado em pelo menos 2000 vezes na presenga
de heparina (LANE & BAYSTON, 1997).

O dominio de ligagao com a heparina esta localizado em 2 regides, entre 0s
aminoacidos 41-49 e 107-156 (BLAJCHMAN et al.,1992; LANE & BAYSTON, 1997). Ambas
regives consistern de grupos de aminoacidos localizados na regiao amino-terminal da

molécula.

Os estudos que indicam que a regido entre os aminoacidos 41-49 esté envolvida na
ligagao da heparina, mostraram que a modificagao quimica do Trp 49 resulta numa ligagao
prejudicada entre a heparina e a AT (GETTINS et al., 1992; BLACKBURN & SIBLEY, 1980),
e que as mutagdes que envolvem a Arg 24, Pro 41 e Arg 47 interferem direta ou
indiretamente nessa ligagao (BLAJCHMAN et al., 1992; LANE & BAYSTON, 1997).

A segunda regido de ligagao com heparina consiste de residuos de aminoacidos
carregados positivamente na superficie da molécula de AT: Lys 107, Lys 114, Lys 125, Arg
129, Arg 132 e Lys 133 (BLAJCHMAN et al., 1992; LANE & BAYSTON, 1997).

Foi mostrado recentemente, que a ponte dissulfidica Cys 8-Cys 128, localizada dentro
do segundo dominio de ligagéo com a heparina, é necessaria para a integridade da ligacao
da heparina com a AT (BORG et al.,1988).

Os aminoacidos Arg 24, Arg 47, Lys 125 e Arg 129 sio residuos essenciais na
interagéo da AT com a heparina. Ja, 0s aminoacidos Pro 41, Leu 99, Ser 116 e Gin 118,
apesar de nao participarem diretamente na igacdao da AT com a heparina, sao importantes
na manutencao da estrutura da regiao inicial de contato, e sua substituicdo resuita numa
ligagao prejudicada (MILLE et al, 1994).

A regiao hidrofdbica na porgac C-terminal & também essencial para a manutengao da
estrutura tridimensional da molécula assim como para a propagagao da mudanga

conformacional da AT induzida pela heparina (LANE & BAYSTON, 1997).
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1.3.5. Estrutura génica

A clonagem molecular permitiu a determinagde da sequéncia completa de
nucleotideos do cDNA da AT humana (BOCK et al, 1982; PROCHOWNIK ef al., 1983;
STACKHOUSE et al., 1983) Quase simultaneamente, 3 grupos de pesquisa descreveram o
isolamento do cDNA da AT humana e identificag&o do gene (BLAJCHMAN ef a/.,1992).

O gene da AT humana esté localizado no cromossomo 1g23-25 e sua seqgiiéncia
completa contém 13480 pares de base (OLDS et al, 1993) do sitio de iniciagéio de
transcrigao até o ultimo nucleotideo do AATAAA da cauda de poli A (LANE ef al., 1997).

O RNA mensageiro (RNAm) contém 1392 nucleotideos, dos quais 96 formam os
32 aminoacidos do peptideo sinal, e 1296 formam os 432 aminoéacidos da AT plasmatica
circulante (BLAJCHMAN ef a/.,1992; BAYSTON & LANE, 1997) (Figura2).

O gene da AT humana consiste de 7 exons, 1, 2, 3A, 38,4, 5e 6 (OLDS et al., 1993,
BLAJCHMAN ef a/,1992) e 6 sequéncias intrdnicas. Iniciaimente 6 exons foram
identificados, mas a analise posterior revelou um intron de 1 kb dentro do exon 3, 0 que
demonstrou que na verdade tratavam-se de 2 exons, chamados entdo de exons 3A e 3B
(BOCK et al., 1988) (Figura2).

O sitio de inicio da transcricdo encontra-se aproximadamente 70 nucleotideos acima
do codon de iniciagdo ATG. Na regido 3' do gene, o codon de terminagdo e a cauda de
poli-A estao separados por 87 nucleotideos, contendo uma sequéncia de poliadenilagéo
sinalizadora, AATAAA, 54 nucleotideos abaixo do codon de terminagao (BAYSTON & LANE,
1997; BOCK et al., 1982; STACHOUSE ef al.,1983).

Dentro do gene da AT, 9 seqiiéncias completas e 1 sequéncia parcial de repeticbes
Alu foram identificadas nos introns 1, 2, 3B, 4 e 5; e com excegédo de uma delas, todas as
outras estao orientadas no sentido inverso (COOPER & KRAWCZAK, 1997). Juntas, essas
repeticbes Alu compreendem aproximadamente 22% da seqiéncia intrénica (COOPER &
KRAWCZAK, 1897). Duas das repetigtes Alu (5 e 8) dentro do intron 4 tem, na sua DOrgao
final, repeticbes polimérficas do trinucleotideo ATT (BAYSTON & LANE, 1997).
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Os polimorfismos identificados incluem um polimorfismo localizado na regiao
promotora na posi¢ao -76; um sitio para a enzima Pst { no codon 305; um sitio para a enzima
Nhe ! no intron 4; e um sitio para a enzima Dde / no intron 5 (BAYSTON & LANE, 1997).

Recentemente, identificaram-se 2 seguéncias repetidas semefthantes aos VNTR
(variable number tandem repeat) do genoma humano, no intron 4 do gene da AT
(BLAJCHMAN et al.,1992).

Elementos reguladores foram identificados na regiéo promotora e no intron 1 do gene
da AT. O primeiro esté localizado entre a posicao -1 50 a +68, e na verdade é subdividido em
3 elementos de ligagdo proteica: elemento A (-126 a -100), elemento B (-92 a -68) e
elemento C (-14 a +37). Em experimentos com a linhagem celular HepG2, o receptor nuclear
HNF4 liga-se as regides A e C do gene da AT. A proteina de ligagéo C/EBPa, rica em ziper
de leucina, interage com a regiao B. Uma outra regiao reguladora esta localizada entre +300
a +700, no intron 1, € aumenta a expressac somente no sentido inverso. Quando os 2
elementos reguladores estéo presentes, a regiao reguladora do intron 1 atua em oposicao a
primeira regido, reduzindo a expressao (BAYSTON & LANE, 1997).

Uma regido semelhante a seqiiéncia consenso “TATA box” esta localizada a -155 do
sitic de inicio de transcrigdo. Também identificou-se um elemento iniciador consenso
(CCACCC) localizado na posicéo 43 a -38, Parece haver uma regido “GAGA box” localizada
entre -14 a +1, que & controlada pelo horménio de crescimento (BAYSTON & LANE, 1997).
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Figura 2: Organiza¢d@o estrutural do gene (acima) e da proteina AT. No gene estdo
representadas as regides codificadoras (exons 1-8), as repeticdes (setas). Na

proteina, o retangulo em preto representa o peptidio sinal.

1.3.6. Classificacdo da deficiéncia

Tentando uma classificacéo para a deficiéncia de AT, um numero de dificuldades
surgiram, como por exemplo, o nome do inibidor progressivo de trombina, esquemas
miltiplos  de classificagdo, nomenciatura para descrever defeitos especificos,
homozigosidade ou heterozigosidade, descricbes repetidas do mesmo defeito molecular,
numeracao dos exons da AT humana (BLAJCHMAN ef af., 1992).

A auséncia de um Comité Internacional que estabelecesse o nome apropriado para o
inibidor de trombina foi a primeira dificuldade. Véarias opinides surgiram como Antitrombina,
AT Ill, cofator de heparina |, serpina | e outros mais. O indicado recentemente pelo ISTH foi o
termo Antitrombina (BLAJCHMAN ef a/.,1992; LANE ef a/., 1997).

Uma segunda dificuldade ocorreu devido a diferentes esquemas de classificacio
propostos para descrever 0s varios tipos de deficiéncia de AT. Alguns pesquisadores
preferiram classificar a AT em somente 2 tipos, enquanto outros classificaram a deficiéncia
em S tipos diferentes (PROCHROWNIK 1989). O sistema de classificagdo a seguir é
ampfamente usado (NAKAGAWA ef al., 1991; JOCHMANS ef a/., 1998) e a deficiéncia de AT
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€ dividida em 2 categorias, baseada na quantidade relativa do antigeno de AT e de sua

atividade no plasma:

Tipo I: a redugdo da atividade é acompanhada pela diminuicdo da concentragio

antigénica de AT (deficiéncia classica).

Tipo II: diminuigdo da atividade e nivel antigénico normal de AT. E subdividido em 3

subgrupos:
RS: defeito no sitio ativo
HBS: defeito no sitio de ligagdo com a heparina
PE: pleiotropico (defeito combinado RS e HBS)

A classificagao tem importéncia clinica, uma vez que o tipo de alteragéo tem relagao
com o risco tromboembélico. Assim, os individuos heterozigotos para uma mutagao HBS tem
um risco reduzido de episédios tromboembdlices, e a trombose pode as vezes ser explicada
pela co-existéncia do GIn506 fator V (IRELAND et al., 1996). Por outro lado, individuos
homozigotos para o tipo | HBS, apresentam claramente um risco aumentado de trombose,
exibindo uma heranga autossdmica recessiva (LANE ef al., 1997).

1.3.7. Deficiéncia hereditaria

A deficiéncia de atividade plasmatica de AT resulta num aumento do risco de
tromboembolismo, principalmente venoso. Como ja citado anteriormente, o primeiro caso de
deficiéncia de AT em heterozigose foi descritoc por Egeberg em 1965, e desde entao
indmeros casos de deficiéncia tém sido relatados. A maioria dos estados de deficiéncia
hereditaria de AT € caracterizada por uma reducéo de 50% na atividade e/ou concentragso
de AT (LANE & BAYSTON, 1997).

A deficiéncia de AT normalmente apresenta um modo de heranga autossémico
dominante (OLDS et al., 1990, JOCHMANS et al., 1994; NAKAHARA et al.1997), com a
maior parte dos individuos afetados sendo heterozigotos para a deficiéncia € com nivel de
AT plasmatica entre 40% e 70% do normal. Nos estudos clinicos, o nivel & normalmente

expresso como uma porcentagem em relagc@o a um “pool” de plasmas normais utilizado para

Introducao 16



a elaboracdo de uma curva padriio. Os valores normais encontram-se na faixa de
70-130 U/dl (COOPER & KRAWCZAK, 1997).

Na populagdo em geral, a prevaléncia da deficiéncia hereditaria de AT foi estimada
entre 1:2000 a 1:5000 (GRUNDY et al, 1991; JOCHMANS et al, 1994). Contudo,
recentemente numa pesquisa que avaliou mais de 4000 escoceses doadores de sangue,
verificou-se uma prevaléncia de 1:250, utilizando uma técnica sensivel a deficiéncias
associadas a um defeito de ligacdo com a heparina. Na verdade, essa diferenca pode ser
explicada quando os individuos portadores da deficiéncia foram separados de acordo com o
tipo de alterag@o: somente um doador apresentava deficiéncia tipo 1 (1/4200), 2 doadores
com deficiéncia tipo 2 RS (1/2100) e 13 doadores com deficiéncia do tipo 2 HBS (1/350).
Esses resultados sugerem gue a populagio normal inclui individuos que tem anormalidades
bioguimicas de AT com muito baixo risco trombotico, conforme entendimentos atuais da
doenga tromboembdlica venosa (LANE & BAYSTON, 1997).

A deficiéncia de AT em heterozigose na literatura parece estar associada a um alto
risco de trombose, e aproximadamente 50% dos afetados irao desenvolver um episddio
trombdtico por volta da terceira a quarta década de vida. Contudo os estudos de familias com
trombofilia evidenciam uma baixa frequéncia de deficiéncia de AT, 10 a 20 vezes menor que
o esperado. Como é pouco provavel que a deficiéncia de AT em familias trombofilicas tenha
sido subestimado, o mais provavel & que tanto o risco de trombose associado a deficiéncia
de AT como a fregiiéncia na populagdo geral, ou ambos, tenham sido superestimados.
Outra possibildade é quanto a diferenga dos métodos empregados para o diagndstico de
deficiéncia de AT. Assim, quando os métodos sdo sensiveis para a deteccéo de deficiéncias
do tipo 2 HBS, essa freqiiéncia aumenia. Contudo, este subtipc ndo estd associado a um
risco elevado de trombose (MILETICH, 1998).

A prevaléncia da deficiéncia hereditaria de AT em pacientes trombofilicos tem sido
discutida em varios estudos. Numa andlise cumulativa de pacientes jovens (< 45 anos} com
trombose venosa, a prevaiéncia da deficiéncia de AT foi de 4.5% (LANE & BAYSTON, 1997).
Por outro lado, outros estudos mostraram incidéncias de 0.5% (TABERNERO ef a/,,1991) e
1.1% (HEIJBOER et a/., 1990).

O quadro clinico de deficiéncia de AT caracteriza-se por trombose venosa, e os sitios

mais comuns sdo as veias profundas dos membros inferiores. Outros sitios encontrados
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freqlientemente incluem veia pélvica, veia cava inferior, vasos mesentéricos, veia hepatica e
portal (HATHAWAY, 1891, LANE & BAYSTON, 1997, THALER & LECHNER, 1981). A
trombose arterial ndo € comum, mas também tem sido descrita (LANE & BAYSTON, 1997).

A associagio da deficiéncia de AT e do GIn 506-fator V t&m sido relatada em familias
com alta prevaléncia de trombose, ou em individuos com quadro tromboembélico precoce.
Uma caracteristica Unica dessa associagdo € que 2 padrées de heranga s&oc possiveis:
primeiro, uma segregagéo independente, no qual os defeitos dos genes segregam em
geragoes sucessivas; e segundo, uma cossegregagao, no qual ambos os defeitos genéticos
estao no mesmo cromossomo e s&o passadas simultaneamente para sucessivas geragoes
(LANE & BAYSTON, 1997).

1.3.8. Base Molecular da Deficiéncia de AT

Numerosos casos de deficiéncia de AT tem sido agora caracterizados. A deficiéncia
tipo | pode ser produzida por grandes delegbes do gene ou por mutagdes de ponto, incluindo
pequenas insergdes ou delecdes que interrompem a producéo da proteina no alelo afetado.
As delegbes podem incluir todo o gene, como descrito em 5 familias independentes, ou
regibes menores, como a deleco da regido 5 até o exon 2, ou do exon 6 até a regiao 3'. A
substituicdo de uma Unica base na regiao codificadora do gene da AT leva a sintese de uma
proteina variante, que é a base para todos os tipos de deficiéncia tipo Nl descritos até o
momento. A natureza e a localizagao do aminoacido substituido na AT s3o determinantes
criticos do fendtipo resultante (LANE & BAYSTON, 1997).

Deficiéncia Tipo | (classica):

A maioria dos casos de deficiéncia tipo | sdo devido a mutagbes de ponto (substituicao
de uma Unica base) ou pequenas insercies ou delegdes dentro do gene da AT. Essas
mutagbes parecem causar uma redug@o na sintese de AT por uma variedade de
mecanismos: pequenas insergdes ou delegbes que levam a uma modificagdo na estrutura de
leitura da tradugdo e numa terminagdo prematura (‘frameshifts”); substituicio de
nucleotideos que produzem um codon de terminagao prematuro; mutacdes que afetam o
processamento do RNA e mutagdes que produzem AT instaveis que entdo n3o sdo
secretadas eficientemente ou que apresentam uma meia-vida plasmética encurtada (LANE &
BAYSTON, 1997).
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A maior parte das mutagbes de ponto que ocofrem na deficiéncia tipo | s@o Gnicas,
com excegao da mutagdo CGA para TGA no codon 128 e a delecéo de 6 pb nos codons 106-
108. A primeira pode ser explicada por se tratar de uma regido hot spot (dinucleotideo CpG),
e a segunda pelo sitio de delegao estar flanqueado por uma sequéncia repetitiva de T (TTT),

favorecendo mecanismos que envolvem o escorregamento € mispairing do DNA.

Deficiéncia Tipo Il

RS (defeito no sitio reativo):

As variantes tipo Il RS nao séo capazes de inativar 0s fatores de coagulagéo ativados.
Para um meihor entendimento, o tipo i RS pode ser classificado em 3 subgrupos: o primeiro,
é aquele com substituicdes de aminodacidos que impedem a agao do sitio ativo. Substituicdes
no sitio reativo P1 ou nos sitios P1'e P2 impedem ou diminuem a interagado da AT com
trombina. O segundo subgrupo envolve mutacdes que ocorrem na regiao P12-P10, que €
altamente conservada em todas as serpinas e crucial para a insergao rapida de um “loop”
reativo durante a inativagdo da trombina. Essas variantes da AT sao clivadas em seu sitio
ativo mas nao formam um complexo com a trombina. O terceiro subgrupo é compostc por
uma Gnica variante, Asn187 — Asp, que tem um aumento de afinidade pela heparina e
formacao de polimeras, com perda da fungao do sitio ativo, causada pela desestabilizagao
da regiao molecular mutante (LANE & BAYSTON, 1997).

HBS (defeito no sitio de ligagao com a heparina):

A maioria das variantes tem mutagdes dentro da primeira regiao de ligagao da AT com
a heparina (residuos 41 e 47). Porém, algumas dessas variantes foram caracterizadas com
mutagdes afetando diferentes residuos. Um exemplo é a substituicéo lle7 — Asn (BRENNAN
et al., 1988), que resulta na produgéo de um novo sitio de glicosilacdo na posi¢éo 7. Nesta
situagao n&o esta claro se o que altera a ligagdo com a heparina € a substituicao do
aminoacido ou a geragao deste novo sitio de glicosilagao. Uma outra mutagaio, a substituigao
Arg24—Cys (BORG et al.,1990), envolve a perda de um aminodacido basico, sugerindo que
este faz parte de um sitio principal de ligagao inicial da AT a heparina. A Leu 92
espacialmente esta localizada logo abaixo do dominio de interacdo da AT com a heparina, &
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a mutacao Leu99—Phe (OLDS ef al., 1992) altera a ligagdo com a heparina, uma vez que
modifica a geometria deste dominio. Um mecanismo parecido pode explicar a reducdo na
afinidade com a heparina que ocorre com as substituicbes recentemente descritas da
Ser116—->Pro (OKAJIMA ef al., 1993), Leu89—Val (CHOWDURY ef al., 1994) e Gin118—Pro
(CHOWDURY et al., 1994).

Outra variante do tipo Il HBS, a Arg129 — Gin, envolve uma segunda regido de
ligagcdo com a heparina, (EANDRILLE et al.,1990). Os aminodcidos Lys125, Arg129, Arg132,
Lys133, Lys136 e Lys138 constituem uma parte essencial do sitio de contato de ligacdo com
a heparina (GANDRILLE et af,, 1990; CHURCH ef a/., 1989).

PE (defeito combinado RS e HBS):

As mutagoes da AT tipo I PE foram inicialmente classificadas como tipo |; contudo,
posteriormente demonstrou-se uma diminui¢ao desproporcional da atividade em relagao a
concentragéo antigénica, caracterizando um novo subtipo. A primeira dessas variantes foi a
AT Utah, Pro407—lLeu (BOCK ef al., 1988). Outras variantes deste subtipo incluem aguelas
com substituicbes de aminoécidos nos codons 402, 404, 405, 406, e 407. E interessante que
quase todos as variantes neste subgrupo envolvem substituicoes no exon 6 na regiao
P9'-P14’. Essas AT variantes nao sao capazes de inativar a trombina e apresentam redugao
na afinidade de ligac&o com a heparina. As substituicoes podem induzir uma mudanca
conformacional no sitio de ligagdo com a heparina, ou podem impedir a mudanca

conformacional do centro reativo induzido pela heparina.

Recentes estudos de transfecgio celular tem demonstrado que o principal mecanismo
envolvido na diminuicdo da AT no subtipo PE, € uma redugao na sintese da proteina, e nao

um aumento do clearance.
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2 - Objetivos

Visto que:

» A deficiéncia de antitrombina € uma etiologia importante de trombofilia primaria;

> E importante se compreender os mecanismos genéticos relacionados & deficiéncia de

antitrombina;

» No Brasil, at¢ o momento, as alteragbes moleculares em familias deficientes em

antitrombina ndo foram descritas:

Este trabalho teve por objetivo analisar em pacientes brasileiros com trombofilia e

deficientes em AT:
e as mutagbes no gene da antitrombina
+ a fransmiss&o familial das mutagoes identificadas

* a presenca de outros fatores de risco para trombofilia hereditaria, veriificando se ha

alguma relag&o com a expressao clinica de trombose.
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3 - Casuistica

A casufstica compreendeu 5 pacientes portadores de deficiéncia de Antitrombina,
sendoc que 3 pacientes eram acompanhados no Ambulatorio de HMHemostasia do
Hemocentro/Unicamp, Campinas, 1 paciente no Hospital Helidépolis, Sao Paulo e
1 paciente no Hospital Universitario de Vitéria, Espirito Santo. Os familiares também foram

convocados para avaliagao.
O quadro clinico de cada um deles segue abaixo:

Paciente de Vitoria, ES

Registro: TR 253.
Idade: 29 anos.
Sexo: Feminino.

Dados Clinicos: Apresentou embolia pulmonar sem quadro clinico de trombose venosa
profunda (TVP), na auséncia de fatores de risco. A paciente pertence a uma familia de
7 irmaos, todos com TVP e deficiéncia congénita de AT. Os pais eram assintomaticos, mas a
mée era portadora de deficiéncia de AT. A paciente e todos os familiares ndo apresentavam
nenhuma outra deficiéncia ou mutagdo associada a trombofilia hereditaria ou adguirida.

Atuaimente, a paciente estava em anticoagulagao oral.

Paciente do Hospital Heliopolis, SP

Registro: TR 491.
Idade: 33 anos.

Sexo: Masculino.

Dados Clinicos: O paciente apresentou um quadro de TVP espontanea em membro
inferior pela primeira vez aos 15 anos, juntamente com embolia pulmonar. Comegou entdo o
uso de anticoagulante oral. Aos 26 anos parou de usar anticoagulante por conta prépria,
apresentando apds 2 anos, quadro de trombose venosa mesentérica, sendo necesséria a
realizagéo de extensa ressecgdo de intestino delgado. Nenhum dos familiares apresentava
historia de tromboembolia. Durante a internagdo, foi avaliado pela Hematologia, que
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identificou deficiéncia de AT. A investigacao de outros fatores relacionados a trombofilia
mostrou que o pai, a irmé e o paciente também eram portadores heterozigotos do Fator V de
| eiden. Além disso, o paciente também era homozigoto para a mutagao da MTHFR.

Pacientes da UNICAMP - Campinas

Registro: TR 702.
idade: 18 anos.

Sexo: Feminino.

Dados Clinicos: A paciente apresentou guadro de TVP em membro inferior esquerdo €
embolia pulmonar, aos 16 anos, associado ac uso de anticoncepcional oral. Relatava que
uma tia-avoe também tivera TVP e infarto do miocardico aos 51 anos. O estudo laboratorial
mostrou deficiéncia de AT. A mée e o irmdo da paciente também eram portadores da
deficiéencia, mas assintomaticos. Tanto a paciente como 0s familiares estudados nao

apresentavam nenhuma outra alteracdo relacionada a trombofilia. Atualmente a paciente

estava sob anticoagulagéo oral.

Registro: TR 216.
Idade: 33 anos.

Sexo: Feminino.

Dados Clinicos: A paciente apresentou TVP distal em membro inferior esquerdo, aos
23 anos, associado ao uso de anticoncepcional oral. Apds 6 anos apresentiou novo episodio
de trombose, desta vez proximal, em membro inferior esquerdo, espontanea. Nenhum dos
familiares apresentava histéria de frombembolia. Contudo, mesmo apds convocagao,

nenhum deles compareceu para estudo laboratorial.

Registro: TR 303.
Idade: 32 anos.

Sexo: Masculino.

Dados Clinicos: O paciente aos 26 anos apresentou quadro espontaneo de dor toracica
em base de hemitorax esquerdo, diagnosticado e tratado como pneumonia. Evoluiu com

Casuistica 25



dispnéia, derrame pleural e escarro hemoptoico. Um més apds a alta hospitalar apresentou
quadro de dor em regi&o glitea D, irradiada para membro inferior e regido inguinal direitos,
tendo sido feito o diagnédstico de TVP. O estudo quanto & trombofilia revelou apenas
deficiéncia de AT. O pai e a tia paterna eram falecidos, com histéria de TVP. O estudo
familiar revelou que um irm&o e seu fitho (seu sobrinho) eram portadores assintomaticos de

deficiéncia de antitrombina.
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4 - Materiais e Métodos

O diagndstico laboratorial da deficiéncia em antifrombina foi concluido a partir da
dosagem de antitrombina pelo método do substrato-cromogénico e imunolégico. Outras
aiteragbes que predispdem a trombose ja tinham sido investigadas, como dosagem de
proteina C, proteina S, fator Xll, anticoagulante lipico, fibrinogénio, pesquisa do Arg506Gin
no fator V (BERTINA et al., 1994), mutag¢ao 20210 G—A no gene da protrombina (POORT et
al,, 1996) e mutacao no gene da metilenotetrahidro folato redutase (MTHFR) Ala677Val

(FROOST ET AL, 1995).

A analise molecular foi realizada por métodos de triagem que incluiram o SSCP e

CSGE, seguidos do seqlienciamento.

4.1. COLETA DE SANGUE

Para dosagem de antittombina foram colhidos 4,5 ml de sangue com 0,5 m! de citrato
de sodio a 3,8%. Apbs a coleta o sangue foi centrifugado a 4000 rpm, e o plasma foi

aliquotado e congelado a - 80°C.

Para obtencdo do DNA foram coletados 20 ml de sangue periférico com
anticoagulante EDTA (10%). Apds lise das hemacias, o pellet de leucdcitos foi separado e

armazenado a - 80°C, até que o DNA fosse extraido.

4.2. DOSAGEM DE ANTITROMBINA
4.2.1. Imunoeletroforese tipo “rocket”

Este método permite a dosagem quantitativa da antitrombina, através da precipitacao
de complexos entre antigeno-anticorpo, que se formam durante sua migragdo por uma
corrente elétrica. O tamanho do pico de precipitagdo numa concentracéo fixa de anticorpo,

depende diretamente da quantidade de antigeno presente na amostra.
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Para a imunoeletroforese (LAURELL, 1966) utilizou-se soro de coelho anti-
antitrombina (Dako) em gel de agarose tipo 1 a 1% (Low EEQ Sigma), diluida em tampao
Barbital (Sigma) pH 8,6. O soro foi usado na concentragao de 0,75 unidades por cm? de
placa. O ge! de agarose foi distribuido sobre a placa de vidro, que foi deixada por 10 minutos
em geladeira para polimerizagao. Para a dosagem de AT o plasma foi diluido na proporgac
1/2 em tampao Barbital (Sigma) pH 8,6. Desta mistura foram aplicados 5 pl em cada pogo do
gel. A eletroforese foi realizada durante 5 horas a 28 mA, correspondendo a
aproximadamente 60 V. Apds a corrida a placa foi colocada em solugao salina 0,9% por 2 a 4
horas. Sobre a placa colocou-se uma folha de papel de filtro umedecida em agua e deixou-se
secar em estufa a 37°C. A placa foi corada com azul brilhante de Comassie 0,25% em
solugéo descorante (metanol/agua destilada/acido acético 5:5:1 viv/v) até que os picos
fossem visualizados. Apds a secagem a temperatura ambiente e para uma melhor
visualizagdo dos picos, se necessario, descorou-se rapidamente em solugao descorante. A
corrida foi medida do inicio até o final de cada pico em milimetros € as concentragdes de AT
foram determinadas por comparagdo com um padrao aplicado para cada corrida
eletroforética (mistura de plasmas de 10 doadores normals considerado como 100% & um
padrao de referéncia - Dako). Os resultados foram expressos em porcentagem e o valor

considerado normal em nosso laboratério € de 70 a 120%.
4.2.2. Imunoeletroforese bidimensional

Este método permite a analise da heterogeneidade molecular, com a detecgéo de
formas efou complexos proteicos anormais. As proteinas inicialmente séo separadas de
acordo com seu peso molecular e carga eletrostatica, por meio de eletroforese em gel de
agarose. Posteriormente, proteinas/complexos sdo reconhecidos por meio de eletroforese

em gel contendo anticorpos especificos.

Para realizagio da imunoeletroforese bidimensional foram utilizadas placas de vidro
de 80 mm (horizontal) x 100 mm (vertical), que permitem a andlise de 3 amostras. Para
avaliacdo da ligagao da antitrombina com a heparina, foram montadas placas com & sem

heparina.

Para a primeira corrida eletroforetica foram montadas 2 placas, uma contendo
heparina (Roche) numa concentragdo de 33 U/mL de gel de agarose tipo | a 0,8% (Low EEO
Sigma), diluida em tampao barbital (Sigma) pH 8,6 e a outra contendo apenas 0 gel de
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agarose 0,8%. As placas de vidro com os géis com e sem heparina foram deixadas por 10
minutos em geladeira para polimerizag&o. Foram aplicados 6 pl de plasma em um poco do
gel, localizado, a aproximadamente 10 mm de uma das extremidades verticais da placa. A
corrida eietroforética foi realizada durante 2 horas a 150 V & temperatura de 4°C. Para a
realizagao da segunda corrida eletroforética, tipo " rocket’ (LAURELL, 1966) foram cortadas e
retiradas 3 areas de 60 x 20 mm, no sentido horizontal, colocando-se 4 m! de gel de agarose
tipo I a 0,8%, diluida em tampao barbital (Sigma) pH 8,6, contendo 35 ul do soro de coelho
anti-antitrombina (Dako). O soro foi usado na concentragéo de 0,75 unidades por cm? de
placa. As placas de vidro foram deixadas por 10 minutos em geladeira para polimerizacao do
gel. Para a dosagem de AT o plasma foi diluido na proporgéo 1/3 em tampao barbital (Sigma)
pH 8,6. Desta mistura foram aplicados 6 ul em um pogo do gel, desta vez localizado a 10 mm
da outra extremidade vertical da placa, dentro da regido que continha o anticorpo. A
eletroforese foi realizada durante 2 horas a 60 V a temperatura de 4°C. Apés a corrida a
placa foi colocada em solugéo salina 0,9% por 2 a 4 horas. Sobre a placa colocou-se uma
folha de papel de filtro umedecida em &gua e deixou-se secar em estufa a 37°C. Apbs ficar
totalmente seca, a placa foi corada com azul brilhante de Comassie 0,25% em solugao
descorante (metanol/agua destilada/acido acético 5:5:1 viviv) até gue os picos fossem
visualizados. Deixou-se secar a temperatura ambiente e para uma melhor visualizagéo dos
picos, se necessario, descorou-se rapidamente em solugdo descorante. Secou—se_e
novamente a temperatura ambiente. Os resultados foram determinados por comparacio
entre uma placa e outra usando um padrac para cada corrida eletroforética {mistura de
plasmas de 10 doadores normais, considerado como 100% e um padréo de referéncia -
Dako).

4.2 3. Método cromogénico

Para a determinagdo da atividade da antitrombina utilizou-se o “Kit' Chromostrate™
(Organon Teknika), que mede os niveis de atividade de AT no plasma, através de um
método amidolitico, utilizando um substrato cromogénico (H-D-CHT-Abut-Arg-pNA). O
principio deste metodo baseia-se na formagso de complexos entre a trombina, a antitrombina
e a heparina. Apds a adi¢ao de trombina em excesso, ac plasma diluido 1/40 em tampao
contendo heparina, misturou-se o substrato cromogénico. Apés 30 segundos de incubacso, a
reacdo foi bloqueada pela adigdo de acido acético. A trombina remanescente, que nao

formou complexos, ird catalizar a liberagdo de pNA do substrato cromogénico. A liberagcio de
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pNA foi medida apés um tempo definido de incubagao, a 405 nm. A absorbancia obtida é
inversamente proporcional a concentracdc de antitrombina na amostra, € pode ser calculada
pela interpolagio na curva padrao. A curva padréo foi realizada com um “pool” de plasmas
de 10 doadores normais diluidos em tampao na proporgao de 1/40 (100%), 1/80 (50%) e
1/160 (25%). Os valores considerados normais nNo laboratorio estao entre 85-125%, intervalo

este obtido pela dosagem de AT de 80 doadores normais.

4.3. EXTRAGCAO DO DNA

Para lise e separagéo do peliet, os 20 mi de sangue colhidos com EDTA foram
centrifugados por 10 minutos a 2.500 rpm a 4°C, descartando-se o plasma. Foram
adicionados 5 volumes de cloreto de amoénia 144 mM e 1/2 volume de bicarbonato de amdnia
10 mM, sendo misturados por inversado, para lisar as hemacias. Apos 15 minutos a
temperatura ambiente, centrifugou-se as amostras por 20 minutos a 2.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e a partir de 5 mi do sedimento obtido adicionou-se o tampao
TKM 1 (Tris-HCI 10 mM, pH 7,6, KCI 10 mM, MgCl, 10 mM, EDTA 0,2 mM) e 125 pl de
Triton-X100 (Sigma); misturou-se por inverséo e entao o material foi centrifugado a 2.200
rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado & o sedimento
lavado em 5 ml de tampao TKM 1 e centrifugado novamente. O sedimento obtido foi
ressuspenso em 0,8 ml de tampao TKM 2 (NaCl 400 mM, KCI 10 mM, Tris-HCI 10 mM, pH
7.6, MgCl; 10 mM) e 50 pl de SDS 10% (dodecil sulfato de sodio), para lisar 0s leucacitos, e
incubado em banho-maria a 55°C por 20 minutos. Apds esse perfodo foi acrescentado 300 pl
de NaC! 5M, para a precipitagdo de proteinas, misturando-se por inversédo e entao

centrifugando-se novamente por 10 minutos a 12.000 rpm.

O sobrenadante recolhido foi submetido & extracao com 500 ul de cloroférmio/alcoo!
isamilico na proporgao 24:1 (v/v) e 500 pl de fenol redestilado e saturado com Tris-HCI pH
8.0, e entao centrifugado por 5 minutos a 12.000 rpm. Este procedimento foi repetido
somente com 1.000 pl de cloroférmio/alcool isoamilico. A fase aquosa foi transferida para um
novo tubo com 2 volumes de etanol 100% e 0,2 volumes de acetato de s6dio 3 M para ent&o
ocorrer a precipitagdo do DNA. Incubou-se a -20°C por aproximadamente 2 horas, e
centrifugou-se a 12.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado

ressuspenso com 1 ml de etanol 70% gelado, centrifugando-se novamente. Descartou-se o
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sobrenadante e secou-se o precipitado de DNA obtido a temperatura ambiente. Depois de

seco, 0 DNA obtido foi ressuspenso em quantidade apropriada de TE (Tris-HCI 10 mM, pH
7,5; EDTA 1 mM) e deixado durante a noite a 4°C para disscolugao total. Sua concentracao foi

estimada em espectrofotdmetro através do valor da densidade optica em comprimento de
onda de 260 nm.

4.4. AMPLIFICAGAO PELA PCR (Polymerase Chain Reaction)

A amplificacdo do DNA gendmico pela PCR (SAIKI, et al., 1987) dos pacientes

estudados, foi feita utilizando-se os iniciadores descritos na Tabela 1.

Tabela 1~ Segiiéncia dos pares de iniciadores utilizados na amplificagdo dos
diferentes exons e da regido promotora do gene da AT, posigdo e
tamanho do fragmento amplificado.

Exon Pares iniciadores Localizagdo Fragmento

P P1: 5'CTATGAGAGAGGGAATTACAC 3 -396 a 200 596 bp
P2: CTCAAAGGTGTTGGAGGTCA 3’ 181 a 200

1 P1. 5CGAGATTTAGAGGAAAGAAC 3 -19 a +1 219 pb
P2: ’CTCAAAGGTGTTGGAGGTCA 3 181 a 200

2 P1: STTGCAGCCTAGCTTAACTTIG 3 2371 a 2390 450 pb
P2: 5GGTGCTCCTAACAAGGTGGC 3 2801 a 2820

3a P1: 5ACCCATGTTAACTAGGCAGC 3 5251 a 5270 340 pb
P2: 5 TGGACCTCCTCAATCTCTGA 3 5571 a 5580

3b P1: 5AATGGAGAAGCCAATTGAAT 3 6373 a 6392 252 pb
P2: 5 GGTAAGCTGAAGAGCAAGAG 3 6605 a 6624

4 P1: 8GTGTCAATAACTATCCTCCT 3 7320 a 7339 502 pb
P2: 5TGGTCAGACTACCTTIGCGGG 3 7802 a 7821

5 P1: 5TTAATCCAAACTGAATTCCC 3 9721 a 8740 238 pb
P2: § GCCTTAACACTGGAAACAGG 3 9939 a 9958

6 P1. 8TGGATGATTTACCTGCCAAA ¥ 13173 a 13192 328 pb
P2: 5ATGTGAGATGGAAGTAGTTT 3 13491 a 13500
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A amplificacdo do DNA gendmico dos 7 exons e da regido promotora da AT foi
realizada individualmente pelo aparelho ciclador de temperatura (Perkin Elmer Cetus) a partir
da reagdo com aproximadamente 0,5 pg de DNA, 40 pmoles de cada iniciador, especifico
para a regido, 330 uM da mistura de nucleotideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), tampéo de
enzima (Tris-HC1 10 mM, pH 9,0, 25°C_.; KCI 50 mM, MgCl; 2,5 mM) e 2,5 unidades de Tag
DNA polimerase (Gibco-BRL), em um volume final de 100 pl.

Foram realizados 35 ciclos de desnaturagdo (94°C), anelamento (as temperaturas
utilizadas para cada iniciador segue abaixo), e extensao (72°C) no aparelho ciclador de

temperatura. O Ultimo ciclo teve o periodo de extensao prolongado por 7 minutos.
Programas utilizados:

Para padronizagéo dos Exons 1, 3A, 5 e 6:

Desnaturagéo: 94°C por 5 minutos

35 ciclos: 94°C - 1 minuto para desnaturacao
55°C - 1 minuto para anelamento
72°C - 1 minuto para extensao

Finalizagao: 72°C - 7 minutos

Para padronizagao da Regiao Promotora:

Desnaturagéo: 94°C por 5 minutos

35 ciclos: 94°C - 1 minuto para desnaturagéo
56°C - 1 minuto para anelamento
72°C - 1 minuto para extensao

Finalizaggo: 72°C - 7 minutos

Para padronizagao do Exon 3B:

Desnaturagao: 94°C por 5 minutos

35 ciclos: 94°C - 1 minuto para desnaturagao
58°C - 1 minuto para anelamento
72°C - 1 minuto para extensio

Finalizag&o: 72°C - 7 minutos
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Para padronizagéo do Exon 4:

Desnaturagéo: 94°C por 5 minutos
39 ciclos: 94°C - 1 minuto para desnaturacao
59°C - 1 minuto para anelamento

72°C - 1 minuto para extensao

Finalizagdo: 72°C - 7 minutos

Os produtos de amplificacéo pela PCR foram submetidos a eletroforese em um gel de
agarose 2,0%, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta.

4.5. METODOS DE TRIAGEM DE MUTAGOES
4.5.1. SSCP (Analise de polimorfismo de conformagio em hélice simples)

Apos a amplificagéo dos exons e regido promotora, foi realizado o método de analise
de polimorfismo de conformagao em hélice simples (SSCP) nao-radioativo (IOLASCON et al,
1994) para o rastreamento de possiveis mutagdes. Esse método é adequado para a analise
de fragmentos de 200 a 300 pares de bases. Apesar do exon 4 apresentar o tamanho de 502
bp, este metodo tambem foi utilizado para o seu rastreamento. O produto da PCR foi diluido
1/2 em uma solugao contendo formamida 95%, EDTA 10 mM pH 8,0, azul de bromofenol
0,1% e xileno cianol 0.1%. Esta mistura foi desnaturada por 5 minutos a 94°C, mantida em
gelo até o momento da aplicagdo e 10 ul foram submetidos a eletroforese. A corrida

eletroforetica foi desenvolvida em gel de poliacrilamida a 8%, em tampao TEB 1X.

As corridas eletroforéticas foram realizadas a 130 V, temperatura ambiente e o tempo

de corrida variou de 3 a 4 1/2 horas.

O gel de poliacrilamida foi entdo submetido & coloracéo pela prata seguindo as etapas:

1. fixacdo em solugéo com acido acético 0,5%, etanol 10% em agua deionizada por
20 minutos;

2. impregnacdo em solugéo de prata (AgNO; 0,15% dissolvido em agua deionizada)
por 10 minutos;

3. lavagem em agua deionizada por 3 minutos;
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4. revelagdo da imagem em solucgo de NaOH 30 g/l, formaldeido 0,6% por 10
minutos,
5. interrupgao da revelaggo usando a solugao de fixagao ja descrita acima por 3 a

minutos;

6. lavagem em agua deionizada por alguns segundos.

Diferentes condigdes de temperatura, voltagem e relagao voltagem/hora foram
testadas para cada exon € regiao promotora. As condigdes relatadas acima foram as que

possibilitaram melhor padréo de migragao eletroforética no SSCP.
4.5.2. CSGE (Eletroforese em Gel Sensivel a Conformagao)

Independente dos resultados obtidos pelo SSCP, foi utlizado um outro método,
considerado de alta sensibilidade (GANGULY et al., 1993; WILLIAMS et al., 1995), para o
rastreamento de mutacdes no gene da AT. O principio de tal método € a deteccao de
pequenas alteragbes, como insergoes, delegbes e mutagdes de ponto, que quando presentes
podem formar heteroduplexes de DNA. O CSGE utiiza um sistema de solventes
desnaturantes que favorecem a tendéncia dessas mutagdes em produzir mudangas
conformacionais e, consegiientemente, aumentar a migracéo diferencial dos heteroduplexes
e homoduplexes de DNA durante a eletroforese. Este procedimento pode ser aplicado a
qualquer produto de PCR de 200-800 pb e ndo requer equipamentos especiais ou

preparagao das amostras.

Para 0 CSGE foi utilizado um aparato padrao para sequenciamento de DNA (Gibco-
BRL) de dimenstes 31 cm X 38,5 cm X 0,8 mm e 32 pogos. Uma solugao estoque de 39.6g
de acrilamida (Sigma) e 0,4g de 1 4-Bis(acryloyl)-piperazina (BAP; Fiuka) foi preparada em
100 ml de agua destilada e usada para preparar um gel de poliacrilamida 10%, contendo
etilenoglicol 10% (v/v) (Sigma), formamida 15% (viv) (Gibco/BRL), 1X TTE (Tris 72 mM,
taurina 24 mM, EDTA 0,4 mM, pH 8,0), persulfato de sadio 10% e TEMED.

Antes da eletroforese, 20 ul de cada amostra amplificada pela PCR foram aquecidos a
98°C por 5 minutos, seguido de incubagdo a 68°C por 1 hora para favorecer a formacao de
heteroduplexes. Apos esta incubagao, retirou-se uma aliquota de 5 il de cada amostra e

misturou-se com 5 pl de tampao de amostra (v/v) etilenoglicol 20% (v/v), formamida 30%
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(v/v), xilenocianol 0,4% (p/v), azul de bromofenol 0,4% (p/v) ) e o volume total desta mistura

foi aplicado em uma canaleta do gei.

Foi realizada uma pré-corrida a 300 volts por 30 minutos e as amostras foram
submetidas a eletroforese a 300 volts por 16 horas, usando como tamp&o de corrida TTE
0,25X para parte superior da cuba e TTE 1X para parte inferior da cuba.

Apés a corrida eletroforética, uma das placas de vidro foi removida e o gel foi entao
submetido a coloragdo com uma solugéo de bromento de etideo 2,83 mg/l por 10 minutos e
em seguida descorado com agua deionizada por 5 minutos. As bandas foram entio
visualizadas com um equipamento manual de luz ultravioleta e a regigo de interesse cortada

e levada para o transiluminador, onde foi fotografada.

4.6. SEQUENCIAMENTO

Para a confirmacgéo das alteragtes de mobilidade eletroforética encontradas no gene
da AT, pelos métodos de SSCP e CSGE, foi realizado sequenciamento direto pelo método
de Sanger (1977) dos fragmentos de PCR alterados, utilizando-se os mesmos pares de
iniciadores da amplificagéo por PCR, e os kits de segiiuenciamento Sequenase PCR Product
Sequencing “Kit', United States Biochemical - Amersham Life Science ou Thermo-
Sequenase Cycle Sequencing “Kit' - Amersham Life Science. Os iniciadores utilizados foram
os mesmos da reagéo de PCR. As reagdes foram feitas acompanhadas de um controle

normal, seguindo o protocolo:
Sequenase PCR Product Sequencing Kit:
1. Pré tratamento enzimatico do produto de PCR

5 pl do produto da reacdo de PCR foram tratados com 1 it de exonuclease | (10 U/ui)
e 1 pf de fosfatase alcalina de camardo (2 U/ul). Esta mistura foi incubada a 37°C por 15

minutos e a 80°C por 15 minutos para inativagéo das enzimas.

As reacbes de amplificagdo de fragmentos pela técnica de PCR requerem dois
oligonucleotideos que delimitam as regides de interesse e desoxinucleotideos trifosfato
(NTPs) para a sintese de cadeias de DNA. Parte desses oligonuclectideos e dNTPs
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permanecem intactos apés a reagéo de PCR e deste modo, acabam por interferir nas
reagbes de seqlienciamento dos produtos obtidos por este método. Para a remogéo dos
oligonucleotideos e dNTPs remanescentes € que foram usadas as duas enzimas hidroliticas,

a exonuclease | e a fosfatase alcalina de camarao.
2. Reagdo de anelamento

Em geral foram utilizados 2 ul do DNA tratado enzimaticamente, adicionando-se 1 pl
do oligonucleotideo, a uma concentragao de 5-10 pmol/ul e agua deionizada estéril para
completar o volume final de 10 pl. Esta mistura foi submetida a temperatura de 100 °C por
3 minutos e transferida para um banho de gelo e etanol absoluto durante 5 minutos, de modo
a permitir a hibridagao do oligonuclectidec a seqiiencia de DNA e evitando a re-hibridagéo da
dupla fita do DNA.

3. Reagdo de marcagdo

Adicionou-se ao tubo de anelamento 2 pl de tampao para sequenase 10X, 1 pl de
ditiotritol (DTT), 2 ul da mistura de marcagao (concentragao final de 0,17 uM dGTP, 0,17 pM
dCTP e 0,17 uM dTTP), 5 uCi de [o-** SIJATP (Du Pont) e 2 pl de Sequenase Polimerase
em um volume final de 17,5 pl. Esta mistura foi levemente agitada, centrifugada e incubada

por 5 minutos a 20°C.
4. Reagdo de terminagéo

A seguir, 3 uma temperatura de 37°C, 3,5 ul da reagdo de marcag&o foram
acrescentados aos tubos Eppendorf, previamente identificados e pré-aquecidos, contendo
2,5 ul dos dNTPs com cada um dos didesoxirribonucleotideos de terminagao (ddGTP,
ddATP, ddTTP ou ddCTP). Os tubos foram mantidos a 37°C por 10 minutos, interrompendo-
se a reagado com adigdo de 4 pl de solugdo de blogueio (formamida 95%, EDTA 20 mM, azul

de bromofenol 0,05% e xileno cianol 0,05%) em cada um dos 4 tubos (G,AT,C)
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Thermo-Sequenase Cycle Sequencing Kit:
1.  Pré fratamento enzimético do produto de PCR

Cinco microlitros do produto da reagdo de PCR foram tratados com 1 pl de
exonuclease | (10 U/ul) e 1 ul de fosfatase alcalina de camaréo (2 U/ul). Esta mistura foi

incubada a 37°C por 15 minutos e a 80°C por 15 minutos para inativacao das enzimas.

2. Reagdo de marcagéo

Em um tubo de reacao foram adicionados 25 pmoles do iniciador referente ao exon a
ser seqlienciado, tampao de T4 polinucleotideo quinase na concentragao final de Tris-HCI 60
mM, pH 7,8, MgCI2 10 mM; KCI 0,2 M, 25 pmoles de [y-**P] dATP (Du Pont) e 10 unidades
da enzima T4 polinucleotideo quinase em um volume final de 10 pl. Incubou-se 10 minutos a
37°C e para a desnaturagdo da enzima e conseqlente término da reagéo, o tubo foi

incubado por 4 minutos a 95°C.
3. Reagéo de seqlienciamento

Foram utilizados para a reagao de segienciamento 2 pl do PCR tratado, 2 p de
tampao para Thermo-Seguenase 10X, 2 pl do iniciador marcado e 2 pl da enzima Thermo-

Sequenase, em um volume final de 17,5 pl.

Quatro microlitros da mistura acima foram adicionados aos tubos previamente
identificados e contendo 4 ul de cada uma das misturas de terminacado (G, A, T, C).
Acrescentou-se 1 gota de 6leo mineral e as amostras foram submetidas a uma nova reagéo
de PCR, utilizando-se as temperaturas de anelamento do PCR original. Apos 35 ciclos a
reacao foi interrompida com a adicdo de 4 ul de solugdo de bloqueio contendo formamida

95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol 0,05% e xileno cianol 0,05%.

Eletroforese em gel desnaturante

A corrida eletroforética dos tubos de reacao (G, A, T, C), obtidos a partir dos
protocolos descritos anteriormente, foi realizada em gel de poliacrilamida a 6% na propor¢caoc
de 19:1 acrilamida/bis acrilamida, em tampaoc TTE, uréia 7 M, persulfato de ambnio a 10% e
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0,04% de TEMED. O gel foi preparado em placas de dimensdes 38 X 50 cm com
espacadores de 0.4 mm de espessura e de gradiente de espessura com 0,25 mm até 4 mm.
Foi utilizado como tamp&o de corrida, o tampéo TTE (Tris 72 mM, pH 8,0, Taurina 24 mM,
EDTA 0,4 mM).

As corridas eletroforéticas foram realizadas a uma poténcia constante de 80 W,
(aproximadamente 50 mA e 1800 V), mantendo uma temperatura meédia de 50°C. Para o
aquecimento prévio do sistema de eletroforese, foi feita uma pré corrida com a mesma

poténcia durante aproximadamente 2 horas.

Quatro microlitros do produto da reacdo de seqiienciamento de cada amostra foram
desnaturados por 4 minutos a 94°C. A duragado da corrida variou de 2 até 6 horas
dependendo da regido do DNA que se pretendia ler. O sistema foi entao desmontado e o gel
foi transferido para um pape! de filtro 3 MM e seco em secadora de gel a vacuo (Bio-Rad)
durante aproximadamente 2 horas a 80°C. Apds o gel estar completamente seco, este foi
mantido em contato com um filme de raio X, a temperatura ambiente, durante 3 a 5 dias

quando usado [a-*S]dATP e durante 1 dia quando usado [y-*P]dATP e entéo revelado.
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5 - Resultados

A seguir apresentamos os resultados obtidos da dosagem de antitrombina, a
classificacédo da deficiéncia de AT (Tabela 2), assim como da pesquisa das mutacoes no

gene da AT, em cada um dos pacientes e suas respectivas familias.

Dosagem de Antitrombina

Figura 3: Dosagem de AT pela técnica de imunoeletroforese tipo rocket (Técnica de

Laurell). Padrao obtido do pool de plasmas normais, TR 491, TR 303 e controles.

Figura 4: Imunoeletroforese bidimensional do paciente TR 491 e controle normal.
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Tabela 2: Niveis de AT e classificacao da deficiéncia dos pacientes estudados. (N.A. -

nao avaliado)

-;; | Imunoeletroforese | Substrato Cromogénico | Classificagdo

N.A. 56% -

37% 69% Tipo |

57% _ 46% Tipo |

g 78% 59% . Tipo It PE
N.A. | 51% " .

PCR, SSCP, CSGE e Sequenciamento

Foram realizadas as amplificagées dos 7 exons, incluindo também a regido promotora

e as regides intronicas flanqueadoras, dos 5 pacientes estudados.

A analise pelo SSCP e CSGE dos cinco pacientes estudados, demonstrou padrées
eletroforéticos alterados, quando comparados com os padrées normais (alteracdes descritas
na tabela 3), sendo que 4 deles estao associados a presenca de mutacdes. As mesmas
serdo discutidas posteriormente. Os fragmentos que apresentaram um padrao eletroforético
anormal nas técnicas de triagem empregadas foram sequenciados para a identificagdo da

alteracao molecular responsavel pelo padréao anormal.

O sequenciamento foi realizado a partir de novos produtos de PCR, com o intuito de
se evitar que o padr&o de migragdo anormal e a alteragéo molecular correspondente fossem
resultado da incorporac&o errdbnea de nucleotideos durante a amplificagéo dos fragmentos de
DNA pela PCR. Além disso, os sequenciamentos foram repetidos mais de uma vez com

amostras obtidas de PCR diferentes para a confirmacgéo das mutagdes encontradas.

O seqlenciamento dos fragmentos com padréo anormal permitiu a identificacdo de
trés mutacdes de ponto, sendo uma na regido codificadora do gene da AT e duas em sitio de
clivagem do RNA, uma provavel insercdo ou delegdo na posicdo 5379 e também trés

polimorfismos ja descritos, de acordo com o “database” de 1997 (LANE et al.,1997).

Também foram realizados estudos de alguns familiares desses pacientes, com a

dosagem de AT e analise do DNA pelo sequenciamento direto do produto de PCR.
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Tabela 3: Padroes eletroforéticos encontrados no SSCP e CSGE e resultado do

seqlienciamento dos padrdes alterados dos 5 pacientes estudados.

PACIENTES SSCP (padrao) CSGE (padrao) SEQUENCIAMENTO

PROM — normal PROM - normal EX 4 - 7596 (G — A) polimorfismo.
EX 1 - normal EX 1 - normal 7626 (G — A) polimorfismo.
EX2 - normal EX2 - normal

TR 216 EX 3A - normal EX 3A — normal
EX 3B - normal EX 3B - normal
EX 4 - anormal EX 4 — normal
EX 5 - normal EX 5 — normal
EX 6 - normal EX 6 — normal
PROM - normal PROM - normal EX 4 - 7596 (G — A) polimorfismo.
EX 1 - normal EX 1 - normal 7626 (G — A) polimorfismo.
EX 2 - normal EX 2 — normal

TR 253 EX 3A - normal EX 3" — normal
EX 3B - normal EX 3B — normal EX5-+1intron 5 (G — A)
EX 4 - anormal EX 4 — normal Mutagao em sitio de splice.
EX 5 - anormal EX 5 — anormal
EX 6 - normal EX 6 — normal
PROM - normal PROM — normal EX1 -+5intron 1 (G - A).
EX 1 -normal EX 1 - anormal Mutacdo em sitio de splice.
EX 2 - normal EX 2 — normal

TR 303 EX 3A - normal EX 3A — normal
EX 3B - normal EX 3B — normal EX 5 - 9893 (G — C) polimorfismo.
EX 4 - normal EX 4 — normal
EX 5 - normal EX 5 - anormal
EX 6 - normal EX 6 — normal
PROM - normal PROM - normal EX 5 - 9893 (G — C) polimorfismo.
EX1 - normal EX 1 - normal
EX 2 - normal EX 2 — normal

TR 491 EX 3A - normal EX 3A — normal
EX 3B - normal EX 3B — normal EX6-13328 (G —> A)
EX 4 - normal EX 4 — normal Mutacao missense
EX 5 - normal EX 5 — anormal
EX 6 - anormal EX 6 — normal
PROM - normal PROM — normal EX 3A - 5379 = mutacao
EX 1 - normal EX 1 - normal (insergao ou delegao)
EX 2 - normal EX 2 — normal

TR 702 EX 3A -anormal EX 3A — anormal
EX 3B - normal EX 3B — normal
EX 4 - normal EX 4 — normal
EX 5 - normal EX 5 - normal
EX 6 - normal EX 6 — normal
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TR 216
Sexo feminino, branca, 33 anos

Tabela 4: Avaliacao de AT e de outros fatores relacionados a trombofilia hereditaria.

Analise Laboratorial
AT (substrato cromogénico)- 56% (VN — 105% + 20)
Proteina C Normal
Proteina S Naormal
Fator V Leiden Negativo
MTHFR Negativo
Protrombina Negativo

Analise Molecular

A paciente TR 216 ndo apresentou nenhuma mutagao nas regides estudadas. Foram
encontrados dois polimorfismos ja descritos (LANE et al.,1997), um na posi¢ao 7596
caracterizada por uma transicdo G—A e 0 outro na posicdo 7626 caracterizado por uma
transicado G—A, ambos em heterozigose Os dois polimorfismo estdo localizados no exon 4 e

foram detectados pela técnica de SSCP seguido do sequenciamento (Figura 6).

Figura 5: Heredograma da familia da paciente TR 216. (®) Individuos que apresentaram
trombose. (O [O) Individuos sem quadro de trombose. (w) Propésito.
(...%) Dosagem de AT.

~ OBS: a paciente e seus dois filhos foram os unicos avaliados laboratorialmente
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Figura 6: Analise de SSCP do exon 4 e identificagdo da alteragao molecular por

sequienciamento direto do DNA amplificado por PCR

A esquerda, gel de SSCP dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 4 do
gene da AT, corado com nitrato de prata. O fragmento de DNA da paciente TR 216,
apresentou um padrédo de migragdo eletroforética diferente dos demais (indicado com a
seta). A direita, auto-radiografia de parte da regido seqienciada do exon 4 do gene da AT,

revelando as duas transicbes G—A nas posicbes 7596 e 7626.
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TR 253

Sexo feminino, branca, 29 anos

Tabela 5: Avaliacao de AT e de outros fatores relacionados a trombofilia hereditaria.

AT (imunoeletroforese) 37% (VN — 70 a 130%)
(substrato cromogénico) 69% (VN — 105% =+ 20)

Proteina C Normal

Proteina S Normal

Fator V Leiden Negativo

MTHFR Negativo

Protrombina Negativo

Analise Molecular

O gene da AT da paciente TR 253 revelou uma mutagdo (Figura 8) e dois
polimorfismos (Figura 6). A primeira é caracterizada por uma transicdo G—A na posicao +1
do intron 5. Esta € uma mutagao ainda n&éo descrita localizada em uma regido consenso de
sitio de clivagem. Esta alteracdo nao foi detectada em 100 recém-nascidos, sugerindo ser

uma mutacdo e nao um polimorfismo.

Alguns familiares da paciente TR 255 = .m estudados e o sequenciamento revelou que
a alteracdo molecular estava presente em 22 dos 34 membros analisados. Os que
apresentaram a mutagao eram deficientes em AT, mostrando assim que houve segregacao

da mutacdo com a deficiéncia.

Alem dessa mutacéo, a analise molecular revelou os dois polimorfismos no exon 4, nas
posicoes 7596 e 7626, descritos na TR 216, porém em homozigose.
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Figura 7: Heredograma da familia da paciente TR 253. (@ M) Individuos que
apresentaram trombose. (O ) Individuos sem quadro de trombose. (») Proposito

(...%) Dosagem de AT.
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Figura 8: Analise de SSCP e CSGE do exon 5 e identificacao da alteracao molecular

por sequenciamento direto do DNA amplificado por PCR.

A esquerda, gel de SSCP e gel de CSGE dos fragmentos de PCR correspondentes ao
exon 5 do gene da AT, corados com nitrato de prata e brometo de etidio,respectivamente. A
amostra da paciente TR 253 (indicado com a seta) apresentou um padrdo de migracao
eletroforética diferente quando comparado com os controles. A direita, uma parte da auto-
radiografia da sequéncia nucleotidica do exon 5 do gene da AT da paciente TR 253. O

sequenciamento revelou uma transicao G—A, na posicao +1 do intron 5.
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TR 303
Sexo masculino, branco, 32 anos

Tabela 6: Avaliacao de AT e de outros fatores relacionados a trombofilia hereditaria.

__ Anglise Laboratorial
AT (imunoeletroforese) 57% (VN — 70 a 130%)
(substrato cromogénico) 54% (VN — 105% + 20)
Proteina C Normal
Proteina S Normal
Fator V Leiden Negativo
MTHFR Negativo
Protrombina Negativo

Analise Molecular

O paciente TR 303 apresentou uma mutagéo caracterizada por uma transicdo G—A
na posic¢ao +5 do intron 1,ainda n&o descrita, localizada em uma regido consenso de sitio de
clivagem (Figura 10). Foi realizada a pesquisa da mesma alteracdo molecular em 100 recém-
nascidos, e a mesma néo foi detectada, sugerindo ser uma mutagao e nao um polimorfismo.

Foram estudados 14 membros da familia e o seqlenciamento revelou que a alteracao
molecular estava presente em um irmao e sobrinho do paciente, também deficientes em AT,

mostrando assim que houve segregacdo da mutacdo com a deficiéncia.

O paciente também apresentou um polimorfismo ja descrito G—C no exon 5, na
posicao 9893 (LANE et al.,1997), em heterozigose (Figura 11).
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Figura 9: Heredograma da familia do paciente TR 303. (® M) Individuos que
apresentaram trombose. (O O) Individuos sem quadro de trombose. (x) Propdsito

(...%) Dosagem de AT.

Figura 10: Analise de CSGE do exon 1 e identificagdo da alteragdo molecular por

sequienciamento direto do DNA amplificado pela PCR

A esquerda, gel de CSGE dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 1 do gene
da AT, corado com brometo de etidio. O fragmento de DNA do paciente TR 303, apresentou
um padrdo de migragao eletroforética diferente dos demais (indicado com a seta). A direita,
uma parte da auto-radiografia da seqUéncia nucleotidica do exon 1 do gene da AT do

paciente TR 303, que revelou uma transicdo G—A na posigao +5 do intron 1.
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Figura 11: Analise de CSGE do exon 5 e identificagdo do polimorfismo 9893 por

seqiienciamento direto do DNA amplificado pela PCR

A esquerda, gel de CSGE dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 5 do gene
da AT, corado com brometo de etidio. O fragmento de DNA do paciente TR 303, apresentou
um padrdo de migragéo eletroforética diferente dos demais (indicado com a seta). A direita,
uma parte da auto-radiografia da sequiéncia nucleotidica do exon 5 do gene da AT do
paciente TR 303. O sequenciamento revelou a transversdo G—C na posicdo 9893, ja

descrita no database de 1997 (LANE et al., 1997) como um polimorfismo .
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TR 491

Sexo masculino, branco, 33 anos

Tabela 7: Avaliagido de AT e de outros fatores relacionados a trombofilia hereditaria no

paciente e seus familiares.

Andlise Laboratorial

Paciente Pai Mae Irma

AT (imunoeletroforese) 78% (VN - 70% a 120%) 86% 93% 100%

(substrato cromogénico)  59% (VN - 105%) 101% 113% 108%

Proteina C Normal Normal Normal Normal

Proteina S Normal Normal Normal Normal
Fator V Leiden Positivo (het.) Positivo Negativo Positivo
MTHFR Positivo (homo) Positivo (het)  Positivo (het) Negativo
Protrombina Negativo Negativo Negativo Negativo

Analise Molecular

O paciente TR 491 apresentou uma mutacao (Figura 13) e um polimorfismo (Figura 11).
A primeira é caracterizada por uma transi¢ao G—A na posicdo 13328 no exon 6, na primeira
base do codon, correspondente ao aminoacido 404, levando a substituicdo da alanina (GCC)

por treonina (ACC), caracterizando uma mutacdo “missense’.

Alguns familiares do paciente TR 491 foram estudados e as dosagens laboratoriais, as
técnicas de rastreamento de mutacdes e o seqglenciamento revelaram que 0 paciente € 0
Unico a possuir a alteragdo e a deficiencia.de AT. Diante disto, foi realizado o estudo de
paternidade pelo Departamento de Medicina Legal da FCM/UNICAMP, utilizando as técnicas
de Biologia Molecular, onde foi confirmado com 99,99938% que o probando & um filho

legitimo, sugerindo que esta mutagéo € uma mutacgao “de novo”.

O paciente também apresentou 0 mesmo polimorfismo G—C no exon 5, na posigao

9893 (LANE et al.,1997), em heterozigose, verificado no TR303.
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Figura 12: Heredograma da familia do paciente TR 491. (M) Individuos que apresentaram
trombose. (O O) Individuos sem quadro de trombose. (») Proposito

(...%) Dosagem de AT.

Figura 13: Analise de SSCP do exon 6 e identificacao da alteragdao molecular por

seqiienciamento direto do DNA amplificado por PCR

A esquerda, gel de SSCP dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 6 do gene
da AT, corado com nitrato de prata. O fragmento de DNA do paciente TR 491 apresentou um
padrao de migrag&o eletroforética diferente dos demais (indicado com a seta). A direita, uma

parte da auto-radiografia da sequéncia nucleotidica do exon 6 do gene da AT do paciente TR

491, revelando a transigdo G—A na posigéo 13328.
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Quadro 1: Alinhamento de aminoacidos da AT de diferentes espécies.

x % % k % k ¥ *x K X

AT humana (aa 399-408) RVTFKIAINRPF

AT bovina (aa 399-408) RVTFKIAINRPF

AT de camundongo (aa 399-408) RVTFKIAINRPF

AT de porco (aa 399-408) RVTFKIAINRPF
Ala 404 Thr

( * ) Aminoacidos conservados entre as quatro espécies de mamiferos alinhadas
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TR 702

Sexo feminino, branca, 18 anos

Tabela 8: Analise laboratorial da paciente TR 702

Analise Laboratorial

AT (substrato cromogénico) 51% (VN — 105% + 20)
Proteina C Normal

Proteina S Narmal

Fator V Leiden Negativo

MTHFR Negativo

Protrombina Negativo

Analise Molecular

A paciente TR 702 apresentou um padrdo eletroforético anormal no SSCP e CSGE,
guando comparado com os controles (Figura 15). Foi realizado o rastreamento com as
mesmas técnicas para alguns de seus familiares, apresentando também a mesma alteracdo.
Fol entao realizado o sequenciamento onde ndo se encontrou alteragdo nenhuma na regiao

sequenciada.

Figura 14: Heredograma da familia da paciente TR 702. (®) Individuos que apresentaram
trombose. (O O) Individuos sem quadro de trombose. (x) Propdsito
(...%) Dosagem de AT.
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Figura 15: Analise de SSCP e CSGE do exon 3A e identificagdo da alteragio

molecular por seqiienciamento direto do DNA amplificado por PCR.

A esquerda, gel de SSCP e CSGE dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon
3A do gene da AT, corados com nitrato de prata e brometo de etidio, respectivamente. O
sequenciamento revelou, tanto na paciente como nos 2 familiares, um “borramento” a partir
do nucleotideo 5379 levando a uma provavel insergdo ou delegio. Para a confirmacéo deste

achado, sera realizado clonagem desse exon.
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6 - Discusso

Neste trabalho foram estudados cinco pacientes com deficiéncia de AT que
apresentaram trombose espontanea (3 pacientes) ou associada ao uso de anticoncepcional
oral (2 pacientes). Outras deficiéncias ou alteragbes que predispdem a trombose também
foram avaliadas, como deficiéncia de proteina C, proteina S, a mutagao 20210G—A no gene
da protrombina, a Arg506Gin no gene do fator V, a Ala677Val no gene da
metilenotetrahidrofolatoredutase foram avaliadas. O estudo familiar também foi realizado,

contribuindo para uma melhor identificagéo da deficiéncia hereditaria de AT.

Apesar de inicialmente, a deficiéncia de AT ter sido considerada uma doenca mais
grave que a deficiéncia de proteina C e proteina S, os estudos posteriores tém demonstrado
que o risco de trombose nao é tao elevado. O estudo de familias numerosas com deficiéncia
permitem uma analise desse dado, além de sugerir que a trombofilia € uma doenga
multigénica. Apesar das familias avaliadas neste estudo constituirem-se principalmente de
pais e filhos dos probandos, fica evidente que ha portadores assintomaticos, favorecendo a
hipotese de que ha ouiros fatores interagindo para o aparecimento da trombose.

A analise pelos métodos de SSCP e CSGE possibilitou o rastreamento rapido de
mutacdes. As mutagdes foram identificadas por seglenciamento direto do DNA, permitindo

a determinac&o precisa da alteracéo molecular responséavel pela doenca em 4 pacientes.

Com o uso do método de SSCP foi possivel detectar quatro padrdes anormais
diferentes entre os cinco pacientes estudados. Para fer maior seguranga na deteccao de
mutactes foi empregada mais uma técnica de triagem, o CSGE, gue identificou quatro

padrbes anormais diferentes de eletroforese entre os cinco pacientes estudados.

A alteracao do padrao eletroforético do SSCP é muito sensivel a pequenas variagbes
de temperatura. O método € bastante simples, mas a sensibilidade pode variar de 85 a 95%,
dependendo do tamanho do fragmento de DNA, sendo maior para fragmentos menores que
400 pb. Como utilizamos sempre as mesmas condicdes de temperatura, talvez isto explique
o fato deste método nao ter rastreado todas as altera¢gdes em nossos pacientes com
deficiéncia de AT. Pode ser que se tivéssemos feito corridas eletroforéticas com outras
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temperaturas encontrassemos outros padrdes anormais. Por outro lado, o CSGE, que e um
método tecnicamente mais dificil que o SSCP, detectou alieragbes néo encontradas no
SSCP, constituindo-se em mais um método de rastreamento. Portanto os resuitados obtidos
por esses 2 métodos de rastreamento foram complementares tanto para a deteccéo de

mutagdes como para a identificagdo de polimorfismos.

O método de SSCP detectou 4 padrbes anormais: um padrio anormal referente a dois
polimorfismos no exon 4 (7596G—A e 7626G—A) em 2 pacientes; outro padrao referente &
mutagdo +1 VS5 G—A em 1 paciente; outro referente a mutagao 13328 G—A no exon 6,

com a troca do aminoécido alanina por treonina na posigao 404, em um paciente, e outro no
exon 3A, provaveimente decorrente da insercéo ou dele¢ao na posigao 5379.

O CSGE revelou 4 padrdes anormais: um padrao referente a um polimorfismo no VS5
- 9893 G->C , em 2 pacientes; outro padrao correspondente & mesma mutacao também
determinada pelo SSCP, +1 IVS5 G—A em 1 paciente; outro padrao referente a mutagao +5
V81 G—A em 1 paciente, e outro padrdo anormal, também rastreado pelo SSCP, localizado

no exon 3A, provavelmente decorrente da insergao ou dele¢éo na posicao 5379.

Por seqlenciamento, as Unicas alteragdes encontradas no gene da paciente TR 216
foram dois polimorfismos, em heterozigose, ja descritos anteriormente. Um polimorfismo
encontra-se na posicdo 7596 (G—A) que corresponde ao codon 295 no exon 4, que n3o
altera a valina normalmente encontrada (OLDS et al., 1992). O outro polimorfismo resuita de
uma substituicdo silenciosa da adenina para uma guanina na posicao 7626, que codifica o
aminoacido de codon 305 da AT (PROCHOWNIK et al., 1983). Esta variacao na seqiléncia
cria um sitio de clivagem para a enzima Pst I. Os alelos que contém este sitio de restrigao
Pst | s30 referidos como alelos positivos, e aqueles sem este, como alelos negativos. Com o
mapeamento génico, esta seqiéncia polimorfica pode ser detectada em amostras de DNA
digeridas com Pst /. Este polimorfismo é considerado freqliente, € pode servir como um
marcador Gtil da estrutura génica da AT em familias deficientes, Pela analise de amostras de
DNA de varios membros da familia, pode-se distinguir os alelos de AT materno e paterno e

esclarecer a base molecular da deficiéncia.

A utilizagao destes polimorfismos para analise de segregacdo da deficiéncia de
antitrombina nio pode ser realizada nesta familia, porque na@o tinhamos amostras de DNA

dos filhos da paciente.
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Uma das dificuldades encontradas no diagndstico de deficiéncia hereditaria de AT
nesta paciente foi a falta de amostras de familiares, uma vez que as (nicos participantes
foram seus 2 filhos, que apresentavam dosagem normal de AT, e nao havia historia familiar
para trombose. Por outro lado, ha uma forte evidéncia de que se trata de deficiéncia
hereditaria de AT, pois a paciente nao apresenta nenhuma outra doenca de base,
descartando deficiéncia adquirida de AT, e a repelicdo da dosagem por 3 vezes confirmou
atividade diminuida de AT. Além disso, apresentou 2 episédios de frombose venosa na
terceira década de vida, o primeiro associado ao uso de anticoncepcional oral e o segundo
espontaneamente, ao interromper precocemente a anticoagulagdc oral. Na investigagao

laboratorial de trombofilia hereditaria, a Unica alterag&o foi a diminuigdo de AT.

As hipdteses para nao termos encontrado nenhuma alterac&o molecular no gene
desta paciente sjo: a mutagao estar localizada em uma regido que nao foi seqienciada, isto
€, as regides intrénicas; ter ocorrido uma grande delecdo gque levou a resultados falso
negativos tanto nos métodos de triagem como no seqilenciamento; a alteragdo molecular

envolver um outro gene responsavel pela regulacéo da producéo de AT.

A paciente TR 253 apresenta deficiéncia de AT tipo |, apresentando uma diminuigéo
tanto da atividade como do antigeno da AT. O gene desta paciente mostrou uma alteracéo
ainda néo descrita, na posigao +1 (5-»3) do intron 5, causada por uma transicdo G—A. Esta
alteragdo deve ser a mutacdo responsdvel pela deficiéncia de AT, uma vez que este
nucleotideo faz parte das sequéncias altamente conservadas do gene, conhecidas como
seqléncias consenso. As mutagbes que envolvem essa regido podem levar a produgao de
mRNA aberrantes e produgao de proteinas truncadas, tanto pela inclus&o da regizo intrénica
pela criagdo de novos sitios cripticos, como pela exclusao do exon (exon “skipping”). Oitenta
e um porcento das mutagdes em sitios de clivagem envolvem a substituigdo de uma guanina,
e 61% dessas trocas s&o por uma adenina. Dez porcento das mutacdes na deficiéncia de AT
tipo | ocorrem em sitios de clivagem {(COOPER & KRAWCZAK, 1993). Além disso houve
segregacao da mutagdo com a deficiéncia, pois a mesma foi encontrada nos 22 membros
portadores de deficiéncia de AT, dos 34 familiares estudados. Esta paciente também mostrou

os mesmos polimorfismos localizados no exon 4, descritos no TR216, mas em homozigose.

Esta familia esta bem caracterizada quanto a deficiéncia hereditaria de AT, pois além

de um quadro grave de trombose, apresenta uma histéria familiar caracterizada por trombose

Discussdo 59



em 7 irmaos e 3 sobrinhos. A pesquisa de outras causas de trombofilia primaria revelou que

a linica alteracéo ¢é a deficiéncia de AT.

O paciente TR 303 é portador de deficiéncia de AT tipo I, caracterizada por episodios
tromboembolicos recorrentes. O carater hereditario é favorecido pela histéria familiar de pai e
tia paterna com quadro clinico de trombose, responsavel pelo obito de ambos. A Unica
alteracao detectada no estudo laboratorial para trombofilia primaria foi a deficiéncia de AT, O
estudo molecular revelou a presenga de duas alteragdes. A primeira & uma mutagao, ainda
nao descrita, localizada na posi¢ao +5 (5 —3') do intron 1, caracterizada por uma transigao
G->A (ARNALDI ef al., 1999). Esta regiao € altamente conservada, e portanto considerada
uma regiao consenso. Assim, 08 mecanismos moleculares que resultarao na deficiéncia de
AT deste paciente podem ser semelhantes aos da mutagdo na posigado +1 descrita no
paciente TR 253. A guanina na posigao +5 da regido de clivagem e altamente conservada
em genes vertebrados. A substituicdo do nucleotideo G na posigdo +5 pode reduzir
significativamente a estabilidade do pareamento das bases dessa regiao com a regiao
complementar U1 do RNA nuclear. A transigao G—»A nesta posigao também foi descrita em
outros genes, sendo responsavel por hemofilia A, hemofilia B, p-talassemia, osteogénese
imperfeita, deficiéncia de proteina C e proteina S (COOPER & KRAWCZAK, 1993).

Outro achado que favorece a hipétese de que esta mutagao & a responsavel pela
deficiéncia de AT, é que a mesma esta presente somente no irmédo e no scbrinho do
paciente, que sao os Unicos familiares que também apresentam a deficiéncia de AT, dentre

14 membros estudados.

A outra alteragio encontrada neste paciente foi um polimorfismo j& descrito, localizado
no intron 5 do gene da AT, caracterizado pela presenca de uma guanina ou citosina na
posicéo 9893. Este polimorfismo pode ser detectado com a enzima de restricao Dde /. (DALY
& PERRY, 1990).

No paciente TR 491 foi encontrado uma mutagao, responsavel pela deficiéncia tipo 1l
subtipo PE, e um polimorfismo. A mutagao caracteriza-se por uma transicao G—oA na
posicao 13328, em heterozigose, no exon 6, correspondendo & substituicao do aminoacido
alanina para treonina, no codon 404. Esta alteracao, anteriormente descrita na literatura, fo
encontrada em outras trés familias, de acordo com o “database” de 1997 (LANE ef af., 1897).

O estudo molecular de pacientes com o tipo Il PE mostrou mutagbes de ponto que sempre
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envolviam a troca de um aminoacido na regiao 402-407 da proteina variante (LANE ef al.,

1992).

A interagao defeituosa destas AT mutantes com a frombina resulta da proximidade da
regiao 402-407 ao sitio reativo, e os niveis antigénicos diminuidos podem ser explicados pela
localizagdo proxima a uma regido interna conservada, que contém elementos que
influenciam o “turnover” e degradacdo intracelular das serpinas. Por outro lado, apesar de
espacialmente distante da superficie carregada positivamente da AT, que forma o sitio de
ligagdo com a heparina, as mutagdes que envolvem a regiao 402-407 demonstram que ha
uma ligagdo entre entre este sitio e o sitio reativo. As mutagdes dessa regido podem causar

alteracbes estruturais, afetando o centro da molécula, podendo inclusive influenciar a

desnaturagéo proteica.

O estudo familiar revelou que nenhum outro membro apresentava histéria de TVP ou
niveis reduzidos de AT. O paciente apresentava um quadro altamente sugestivo de
deficiéncia hereditaria, uma vez que teve trbmbose espontanea em membro inferior aos 15
anos de idade, que evoluiu com embolia pulmonar, além de outros episodios trombaticos em
membros inferiores e trombose mesentérica. O teste de paternidade confirmou que o
probando é filho legitimo do casal, sugerindo tratar-se de uma mutagéo ‘de novo’. E
importante ressaltar que esse quadro grave de trombose pode ser explicado pela
concomitancia de outros fatores de risco para trombofilia, pois a investigagéo revelou gue o
paciente também é portador da mutagdo G1619A no gene do fator V (fator V Leiden) em

heterozigose, e da variante C677T no gene da MTHFR em homozigose.

QOutra alteragdo neste paciente é o polimorfismo na posicao 9893 localizada no

intron 5, j& comentada anteriormente.

A paciente TR 702, é portadora de deficiéncia de AT, com quadro clinico caracterizado
por TVP e embolia pulmonar, associado ao uso de anticoncepcional oral. O carater
hereditario &€ demonstrado tanto pela histéria familiar, como pelo achado de deficiéncia de AT
assintomatica em sua mae e irmao. O sequenciamento revelou que o padrao eletroforético
anormal do exon 3A, provavelmente corresponde a uma inser¢ao ou delegéo na posigao
5379. Esta mutacao pode causar alteracao da estrutura de leitura de todas as trincas de
pares de bases no gene, depois da alteragdo e inclusive gerar um codon prematuro de

terminacao. Este resultado somente seréd confirmado ap6s a realizag&o de clonagem desse
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fragmento. Esta mutagio nao foi descrita anteriormente, mas provavelmente, pelo proprio
mecanismo molecular, deve levar a uma deficiéncia tipo |. Recentemente uma mutagao de
ponto, com a troca de um G por um A, nesta mesma posiggo, que levou a troca de uma Cys
por uma Tyr no aminoacido 128, foi descrita em um paciente com deficiéncia de AT tipo |.

De acordo com a mutagido e o tipo de alteragdo molecular decorrente dela, as
deficiéncias proteicas podem ser do tipo | ou Il. Assim, em 2 dos nossos pacientes, com
deficiencia tipo |, detectou-se mutagdes em sitio de clivagem, o que provavelmente leva a
formagac de moléculas aberrantes, truncadas. No database todas as mutagbes que

acometem o sitio de clivagem estéo presentes somente na deficiéncia de AT do tipo I.

Um dos nossos pacientes, que naoc tinha a classificagdo do tipo de deficiéncia,
apresenta uma mutagao que provavelmente acarreta uma deficiéncia tipo 1, pois de acordo
com o database, todas as insercdes e delegbes levam a um codon prematuro de terminacgéo

e portanto a produgéo de uma proteina truncada.

As mutagdes que ocorrem na deficiéncia tipo Il, estao representadas por mutagdes de
ponto, do tipo “missense”. Pelo proprio tipo de deficiéncia seria esperado que as mutagoes

alterassem apenas a fungéo da AT, comprometendo os sitios ativos da molécula.

Este & o primeiro trabalho em populagbes sul-americanas, onde se caracterizou
molecularmente a deficiéncia de AT. Em 5 individuos n&o relacionados, observamos 3

mutagdes ainda nao descritas na literatura.
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7 - Conclusoes

O estudo de 5 familias com deficiéncia de antitrombina possibilitou a detecgao de 4

mutacoes responsaveis pela doenca:

e duas mutagdes ainda nao descritas, em sitios de clivagem: +1 VS5 G—>A em um

paciente e +5 IVS1 G—o>A em um pacients;

s uma provavel insergdo ou delecdo ainda nado descrita, na posigao 5379 no exon

3A, em um paciente;

» uma mutagéo de ponto de novo, do tipo missense, na posicac 13328 G-A, no

exon 6, em um paciente.

O rastreamento de alteragbes moleculares realizado pelo SSCP e CSGE mostrou que

os 2 métodos foram complementares.

Todos os polimorfismos identificados ja foram descritos anteriormente, e nao parecem

ter relag@o com a deficiéncia de antitrombina.

Apesar da deficiéncia de antitrombina em heterozigose apresentar um risco relativo de
trombose de & vezes, este estudo mostrou que muitos familiares s&o portadores
assintomaticos, o que favorece a hipdtese de que outros fatores ainda nao identificados
devem coniribuir para a clinica de trombose. Ouiros fatores de risco paré trombofilia como
deficiéncia de proteina C, proteina S, e muta¢des no gene da protrombina, ndo estavam
presentes em nenhum dos pacientes. As mutagdes no gene do fator V (fator V Leiden) e da

MTHFR estavam presentes apenas no paciente com a mutagao de novo.
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