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RESUMO

Introducéo: O tromboembolismo venoso (TEV) é um importante
problema de salde publica que afeta aproximadamente uma a
cada 1.000 pessoas por ano, sendo o Fator V de Leiden (FVL) o
fator de risco genético mais comum para desenvolvimento da
doenca. O presente estudo objetivou padronizar a técnica para
deteccdo da mutacdo FV R506Q, determinar a prevaléncia de
FVL em doadores de sangue de Floriandpolis e verificar se existe
associacdo entre a presenca da mutacao e a origem ou o perfil dos
participantes. Casuistica e métodos: Para a detec¢do da mutacao
FV R506Q foi utilizada a técnica de PCR seguida por digestdo
enzimatica com Mnll. Para a padronizacdo da técnica, foram
testadas  diferentes  concentragdes de  oligonucleotideos
iniciadores e de cloreto de magnésio, temperaturas de pareamento
e tipos de TagDNA polimerase. Para determinar a prevaléncia de
FVL, foram incluidos no estudo 400 doadores de sangue.
Resultados e discussdao: Foram encontrados 2,5% heterozigotos
para FVL e nenhum homozigoto, sendo 2,6% dos participantes
brancos afetados pela mutagéo. Tais resultados corroboram com
outros estudos brasileiros, que encontraram a mutagdo em 2,0%
da populacdo em geral e em 2,6% dos caucasianos. N&o foi
encontrada associacdo entre a presenca do FVL e a origem ou 0
perfil dos individuos. A expressao clinica do FVL comumente é
resultado da presenca da mutacdo associada a outros fatores de
risco circunstanciais para TEV, tendo tal combinacdo um efeito
supra-aditivo sobre o risco trombético. Dentre os heterozigotos
encontrados nesse trabalho, nove apresentavam pelo menos um
fator de risco adicional para desenvolvimento de TEV além da
presenca da mutacdo. Diante da potencializacdo do risco para
desenvolvimento de TEV em alguns individuos, a pesquisa da
mutacdo naqueles que apresentam mais de um fator de risco para
desenvolvimento de TEV pode ser uma boa estratégia para
previnir o primeiro episédio trombético.Conclusdes: A mutagéo
FVL foi encontrada em heterozigose em 2,5% da populagéo de
doadores de sangue de Floriandpolis e a maioria dos portadores
da mutacéo incluidos na pesquisa apresentavam fatores de risco
adicionais para desenvolvimento de TEV.



Palavras-chaves: Fator V de Leiden. Prevaléncia. Doador de sangue.
Trombofilia. Padronizagéo. Validagdo.



PREVALENCE OF FACTOR V LEIDEN IN BLOOD DONORS
OF FLORIANOPOLIS

Introduction: Venous thromboembolism (VTE) is an important public
health problem that affects approximately one in 1,000 people per year,
with Factor V Leiden (FVL) being the most common genetic risk factor
for developing the disease. The present study aims to standardize the
technique for detecting the FV R506Q mutation, to determine the
prevalence of FVL in blood donors in Floriandpolis and to verify if
there is association between the presence of the mutation and the origin
or profile of the participants. Casuistry and methods: For the detection
of the FV R506Q mutation the PCR technique followed by enzymatic
digestion with Mnll was used. For the standardization of the technique,
different concentrations of primers and magnesium chloride, annealing
temperatures and types of TagDNA polymerase were tested. To
determine the prevalence of FVL, 400 blood donors were included in
the study. Results and Discussion: 2.5% heterozygotes were found for
FVL and no homozygotes, with 2.6% of white participants affected by
the mutation. These results corroborate with other Brazilian studies that
found the mutation in 2.0% of the general population and in 2.6% of
Caucasians. No association was found between the presence of FVL and
the origin or profile of the individuals. The clinical expression of FVL is
commonly a result of the presence of the mutation associated with other
circumstantial risk factors for VTE, such combination having a supra-
additive effect on thrombotic risk. Among the heterozygotes found in
this study, nine had at least one additional risk factor for the
development of VTE besides the presence of the mutation. In view of
the potential for risk of developing VTE in some individuals, mutation
screening in those who present more than one risk factor for developing
VTE may be a good strategy to prevent the first thrombotic episode.
Conclusions: The FVL mutation was found in heterozygosis in 2.5% of
the population of blood donors in Floriandpolis and most of the
mutation carriers included in the study had additional risk factors for
VTE development.

Keywords: Factor V Leiden. Prevalence. Blood donor. Thrombophilia.
Standardization. Validation.
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1 INTRODUCAO
1.1 FISIOLOGIA DA COAGULACAO SANGUINEA

A hemostasia € um conjunto de fenbmenos bioldgicos que tem
como objetivo manter a fluidez do sangue, evitando o seu
extravasamento pelos vasos ou a obstrucdo do fluxo sanguineo pela
presenca de trombos. Didaticamente, 0s processos responsaveis pela
manutencdo da hemostasia podem ser divididos em trés fases:
hemostasia primaria, hemostasia secundaria e hemostasia terciaria
(SANTOS et al., 2015). Quando ha o rompimento da camada de células
endoteliais que recobre a parede vascular, seja fisiologicamente ou em
consequéncia de uma lesdo tissular, se inicia a hemostasia primaria
(Figura 1). Esta possui a vasoconstricdo como evento inicial,
responsavel por limitar o aporte de sangue para o sitio da lesdo, sendo
sucedida pela atracdo das plaquetas circulantes para o local. A exposicéo
do colageno da regido subendotelial promove a adesdo das plaquetas ao
vaso lesado via ligacdo ao Fator de von Willebrand (FvW),
desencadeando uma mudanca do formato discoide das plaquetas para
uma forma mais esférica por meio da emissdo de inldmeros
pseudopodes. Com o processo de adesdo, as plaquetas tornam-se
ativadas e iniciam a secrecdo de organelas plaquetarias de estoque,
como difosfato de adenosina, tromboxano A2 e serotonina, que sao
responsaveis pela ativacdo e recrutamento de mais plaquetas circulantes
para o local da lesdo. Além disso, tais plaquetas ativadas agregam-se e
promovem a formacao de um tampao hemostatico inicial instavel, que é
responsavel por inibir momentaneamente o sangramento e fornecer uma
superficie pro-coagulante para o inicio da hemostasia secundaria
(ANDREWS; BERNDT, 2004; BLOCKMANS; DECKMYN;
VERMYLEN, 1995; MACKIE, 1985).
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Figura 1 - Fases da hemostasia primaria.

Endolélio Membrana
basal

Colagano

ADP - difosfato de adenosina; TXA, — tromboxano A,. Fonte:
GUERRA-SHINOHARA, 2018.

Paralelamente a agregacdo plaquetaria, se inicia a coagulacao
sanguinea, também chamada de hemostasia secundaria. Essa fase
consiste em um processo de ativagdo e conversdao de proteinas
especificas, objetivando a formacdo de um polimero insoltvel, a fibrina,
gue forma uma rede de fibras elasticas responsavel por consolidar o
tampdo plaquetario inicial (BAKER; BRASSARD, 2011; KRIZ et al.,
2009). As reagdes enzimaticas que levam a formacdo de fibrina sdo
sequenciais e, por isso, didaticamente agrupadas na forma de “cascata”
segundo o modelo tradicional de coagulagdo sanguinea proposto por
Macfarlane e Davie e Ratnoff em 1964 (DAVIE; RATNOFF, 1964;
MACFARLANE, 1964). Nesse modelo, a coagulacdo é dividida em
uma via extrinseca e uma via intrinseca, que convergem para uma via
final comum. O inicio da via extrinseca ocorre quando o fator tecidual
(FT), também chamado de tromboplastina, se liga ao fator VII ativado
(FV1la) plasmético, promovendo a ativagdo direta do fator X (FX). Ja a
via intrinseca inicia-se pelo contato do sangue com superficies de carga
negativa, onde o cininogénio de alto peso molecular promove a ativagédo
do fator XII (FXII), que por sua vez ativa o fator XI (FXI), que, ainda,
ativa o fator IX (FIX), gerando FIX ativado (FIXa). Este, na presenga de
fator VIHII (FVIII), promove a ativacio do FX da coagulacéo,
desencadeando a geracdo de trombina e subsequente formacéo de fibrina
pela chamada “via comum” (LOTSPEICH-STEININGER, 1992; ZAGO
et al., 2005).
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Apesar de o modelo de “cascata” ter sido aceito por quase
cinquenta anos, observacdes clinicas e experimentais recentes
evidenciaram que esse modelo ndo é capaz de explicar completamente
todos 0s eventos que ocorrem in vivo. Dessa forma, uma nova percepcao
sobre o funcionamento da hemostasia in vivo foi proposta, sendo esse
um modelo de coagulacdo baseado em superficies celulares, onde é
estabelecida uma visdo fisioldgica, integrada e funcional dos eventos
bioguimicos que ocorrem durante a hemostasia secundéria, ao invés de
cascatas distintas que operam em sistemas estaticos. Tal modelo propde
a ativacdo do processo de coagulacdo sobre diferentes superficies
celulares em quatro fases que se sobrepfem: iniciagdo, amplificacéo,
propagacéo e finalizacdo (Figura 2) (FERREIRA et al., 2010).
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Figura 2 - Representacdo do modelo da coagulacdo baseado em
superficies celulares, compreendendo as fases de iniciacdo, amplificacdo
e propagacao.
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TF - fator tecidual; Il — fator 1I; X — fator X; Vlla — fator VII ativado; Xa — fator
X ativado; Va — fator V ativado; V — fator V; IX — fator IX; IXa — fator IX
ativado; Ila — fator Il ativado; XI — fator XI; Vllla — fator VIII ativado; FvW —
Fator Won Willebrand; Xla — fator XI ativado. Fonte: RODRIGUES, 2012

A fase de iniciacdo do processo da coagulagcdo ocorre quando
células que expressam o FT em sua superficie, como células do musculo
liso e fibroblastos, sdo expostas aos componentes do sangue
(FERREIRA et al., 2010; HANDIN; LUX; STOSSEL, 2003; VINE,
2009). Em individuos normais, o fator VIl plasmatico (FVII) encontra-
se majoritariamente na forma inativa, entretanto cerca de 1% da
guantidade plasmaética total de FVII ja se apresenta na forma ativada na
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circulagdo. A exposicdo do FT ao plasma resulta na sua ligacdo ao FVII
e FVlla, sendo que apenas o complexo FT-FVIla possui funcédo
enzimatica ativa. O complexo FT-FVlla, também conhecido como
complexo tenase intrinseco, é capaz de ativar o FVII circulante em um
processo denominado “auto-ativagdo”, o que amplifica o sinal pro-
coagulante (FRANCO, 2001), contudo, a principal funcdo do complexo
FT-FVIlla é ativar os fatores IX e X (FERREIRA et al., 2010;
MONROE; HOFFMAN, 2009; PEREZ-GOMEZ; BOVER, 2007). O
fator X ativado (FXa) promove a conversdo do fator V (FV) em FV
ativado (FVa) e, em seguida, associa-se a ele, formando o complexo
protrombinase (FXa-FVa) na superficie da célula carreadora de FT. O
FV também pode ser ativado por proteases ndo coagulantes, de forma a
tornar possivel a producdo de FVa em concentracdo suficiente para uma
formag&o significativa de complexo protrombinase. O complexo FXa-
FVa é responsavel por produzir uma pequena quantidade de trombina,
que possui papel relevante para a etapa de amplificagdo da hemostasia
secundéria (FERREIRA et al., 2010; HOFFMAN, 2003; VINE, 2009).

O complexo FT-FVIla produzido durante a fase de iniciacdo é
rapidamente inativado pelo inibidor da via do fator tecidual (TFPI).
Assim, esse complexo s6 é capaz de gerar pequenas quantidades de
trombina, o que € insuficiente para iniciar significativamente a formacéao
de fibrina. Dessa forma, para que a formacdo do coagulo ocorra
adequadamente, ha necessidade de aumentar a concentragdo de trombina
produzida, sendo necessérias as fases de amplificagdo e propagacdo da
coagulacdo (FRANCO, 2001).

Interessantemente, se nota que, mesmo na auséncia de lesdo, uma
baixa atividade da via do FT ocorre de forma continua no espago
extravascular, ja que algumas proteinas da coagulacdo de baixa massa
molecular sdo capazes de transpor a camada endotelial dos vasos. Dessa
forma, o FVII pode ser encontrado ligado ao FT, e os fatores IX e X
podem ser encontrados na sua forma ativa quando passam pelos tecidos,
caracterizando o fendmeno chamado coagulacdo basal. Em situagdes
fisioldgicas, esse fendmeno ndo é capaz de induzir a formacdo de
codgulos estaveis devido a auséncia de componentes de alta massa
molecular do processo de coagulagdo, como plaquetas e o complexo
FVIII e FvW (FVIHI-FvW). O processo de coagulagdo somente avancga
para a fase de amplificacdo na ocorréncia lesdo vascular, permitindo que
plaquetas e FVIII-FVYW extravasem para o compartimento extravascular
e interajam com a trombina produzida durante a fase de iniciacdo
(HOFFMAN, 2003).
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A fase de amplificacdo ocorre basicamente na superficie de
plaquetas que foram ativadas e encontram-se no local da lesdo devido
aos processos de adesdo. Além disso, as plaquetas também sdo ativadas
pela trombina que foi gerada na fase de iniciacdo da coagulacdo. Com a
ativacdo, as plaguetas passam a externar receptores de ligacdo a fatores
da coagulacdo ativados e, por uma alteragdo de permeabilidade de
membrana, permitem a entrada de ions célcio e passam a liberar FV
parcialmente ativado (FERREIRA et al., 2010; HANDIN; LUX;
STOSSEL, 2003; PEREZ-GOMEZ; BOVER, 2007). Nesse momento, 0
complexo FVII-FYW presente no plasma liga-se aos receptores
plaquetarios e é clivado pela trombina, proporcionando a ativacdo do
FVIII e liberagdo de maiores quantidades de FvW, o que facilita a
adesdo e agregacdo plaquetaria. Neste ponto, a trombina também é
responsavel por gerar maiores concentragdes de FVa e fator XI ativado
(FXla) na superficie das plaquetas ativadas (HOFFMAN, 2003;
HOFFMAN; MONROE, 2001).

Simultaneamente a fase de amplificacdo, se inicia a fase de
propagacdo, que compreende a reunido de um grande ndmero de
plaquetas no sitio da lesdo e a producdo de elevadas concentragdes dos
complexos tenase intrinseco e protrombinase. Primeiramente, o FIX,
gue foi ativado pelo complexo FT-FVlla ou pelo FXla, se une ao FVIII
ativado (FV1l1a) na superficie das plaquetas para formacéo do complexo
tenase extrinseco (FIXa-FVIIla). Este possui a funcdo de produzir uma
guantidade adicional de FXa na superficie das plaquetas, j& que o FXa
ndo pode se “mover” das células carreadores de FT (HOFFMAN, 2003).
O aumento da ativacdo de FX permite a geracdo de grandes quantidades
de complexo protrombinase (FXa-FVa), 0 que, consequentemente,
aumenta a conversdo de protrombina em trombina. A trombina, por sua
vez, é responsavel pela segmentacdo do fibrinogénio em mon6émeros de
fibrina, proporcionando a formacéo de um coégulo de fibrina insollvel,
que estabiliza e consolida o tampéo plaquetério inicial (FERREIRA et
al., 2010; RIDDEL et al., 2007).

Para impedir a oclusdo do vaso sanguineo, o processo de
coagulacdo deve restringir-se ao local da lesdo. Assim, ap6s formado o
coagulo de fibrina na area lesionada, se inicia a fase de finalizacdo.
Nesta fase, atuam principalmente quatro anticoagulantes naturais: o
TFPI, a proteina C (PC), a proteina S (PS) e a antitrombina (AT)
(COLMAN et al., 2001).

Conforme mencionado, o complexo FT-FVIla atua ativando dois
subtratos principais: os fatores IX e X da coagulacdo. A ativacdo desses
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dois fatores € regulada pelo TFPI, uma proteina produzida pelas células
endoteliais, que apresenta trés dominios do tipo Kunitz. O segundo
dominio Kunitz se liga ao sitio catalitico do FXa e o complexo binario
formado interage com o complexo FT-FVlla, sendo o primeiro dominio
Kunitz do TFPI o responsavel por interagir diretamente com o sitio
catalitico do FVlla. O resultado final é a formacdo de um complexo
quaternario onde o FXa e o FVIlla encontram-se inativados, limitando,
entdo, a producdo de FXa e FIXa (Figura 3) (BROZE, 1995; FRANCO,
2001).

Figura 3 - Inibicdo da via de ativagio da coagulacdo dependente do fator
tecidual pelo TFPI.
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Ca'™ - Célcio; TFPI - inibidor da via do fator tecidual; TF - fator tecidual; Il —
fator 11; X — fator X; Vlla — fator VII ativado; Xa — fator X ativado; Va — fator
V ativado; IX — fator IX; IXa — fator IX ativado; X| — fator XI; Vllla — fator
VIl ativado; FYW — Fator Won Willebrand; Xla — fator XI ativado. Fonte:
FRANCO, 2001

Outro sistema fundamental de anticoagulagdo do sangue ocorre
via PC ativada (PCa). A PC ¢ ativada ap6s a ligacdo da trombina ao
receptor endotelial denominado trombomodulina (TM). A PCa inibe a
coagulacao, clivando e inativando os fatores Va e Vllla, processo que é
potencializado pela PS, que atua como um cofator ndo enzimatico nas
reacdes de inativacdo (Figura 4) (FRANCO, 2001).
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Figura 4 - Acdo da proteina C na coagulacdo sanguinea humana.
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Por sua vez, a AT € o inibidor primario da trombina e também
exerce acdo inibitoria sobre diversas outras enzimas da coagulacéo,
incluindo os fatores 1Xa, Xa, e Xla (Figura 5). Adicionalmente, a AT
acelera a dissociagdo do complexo FT-FVIla e impede sua reassociagao.
Assim, a AT elimina qualquer atividade enziméatica pro-coagulante
excessiva ou indesejavel. A atividade inibitéria da AT sobre a
coagulacdo € também potencializada pela heparina, um polissacarideo
estruturalmente similar ao heparan sulfato (FRANCO, 2001).



29

Figura 5 - Potencializacéo do efeito anticoagulante da antitrombina pelo
heparan sulfato e pela heparina.
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AT — antitrombina; Ila — fator 1l ativado; 1Xa — fator IX ativado; Xa — fator X
ativado; Xla — fator XI ativado; Xlla — fator XII ativado. Fonte: FRANCO,
2001

1.2 DISTURBIOS TROMBOEMBOLICOS

Na auséncia de lesdo vascular, os mecanismos anticoagulantes
sdo predominantes sobre os pro-coagulantes, mantendo, assim, a fluidez
do sangue. Alteracbes na hemostasia podem levar & formacdo de
trombos no interior de artérias ou veias, proporcionando a oclusdo
destes vasos e o0 desenvolvimento de tromboembolismo, também
conhecido como trombose (WEITZ, 2015).

1.2.1 Tromboembolismo arterial

A maioria dos trombos arteriais ocorre na superficie de placas
aterosclerdticas rompidas, quando h& exposicdo do material
trombogénico do centro da placa ao sangue. Esse material desencadeia
agregacdo plaquetaria e producéo de fibrina, que resulta na formagéo de
um trombo rico em plaquetas que, temporaria ou permanentemente,
obstrui o fluxo sanguineo. A oclusdo temporéaria do fluxo nas artérias
corondrias pode desencadear angina instavel, enquanto a obstrucdo
permanente leva ao infarto do miocardio. Os mesmos processos podem
ocorrer na circulagdo cerebral, onde uma oclusdo arterial temporéria
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pode manifestar-se como ataque isquémico transitdrio, enquanto a
oclusdo permanente pode levar ao acidente vascular cerebral (AVC)
(WEITZ, 2015).

Por ser majoritariamente constituido por plaquetas e fibrina, o
trombo arterial também é denominado trombo branco. Dessa forma, a
inibicdo plaquetaria tem sido o alvo para o tratamento da sindrome
coronariana aguda causada por este tipo de trombo (ROSS, 1993;
SCHAFER; EIGENTHALER; BAUERSACHS, 2004), sendo o &cido
acetilsalicilico o agente antiplaqueario ainda mais comumente
empregado, embora outros farmacos também possam ser utilizados,
como ticlopidina, clopidogrel, dipiridamol, abciximab ou eptifibatibe
(CURTIN; COX; FITZGERALD, 2002; EISERT, 2002; FARRE;
CARAMELO; CASADO, 1995; GEIGER, 2001). Cada medicamento
afeta as plaquetas de modo diferenciado, contudo, todos promovem
redugdo nos processos de agregacao plaquetéria e formacéo do trombo
(GREGG; GLODSCHIMIDT-CLERMONT, 2003; LIND, 2002).

1.2.2 Tromboembolismo venoso (TEV)

Em contraste ao trombo arterial, o trombo venoso raramente se
forma em sitios ébvios de ruptura vascular. Apesar de poder ocorrer
apos trauma cirlrgico em veias ou ser secundario a cateteres venosos,
ele comumente origina-se nas cuspides valvares das veias profundas da
panturrilha ou em sinusoides musculares, onde existe estase (WEITZ,
2015). A teoria original sobre a patogénese da trombose venosa foi
formulada pelo médico alemdo Rudolf Virchow em 1856 (VIRCHOW,
1856) e atualmente ainda é considerada relevante. Nesta teoria, ha a
descricdo de trés fatores que contribuem para o desenvolvimento de
TEV: estase sanguinea, dano vascular e estado de hipercoagulabilidade.
Em uma revisdo publicada em 1992, Mammen concluiu que pelo menos
dois desses trés fatores em combinagdo sdo importantes para o
desenvolvimento da trombose venosa, embora a estase sanguinea pareca
ser o componente dominante (MAMMEN, 1992). Assim, a
reinterpretacdo da triade de Virchow fornecida por Mammen naquela
época permanece indiscutivel até os dias atuais: a imobilidade reduz o
fluxo sanguineo como resultado da diminuicdo da contracdo muscular,
ocorrendo acumulo subsequente de sangue nos sinusoides
intramusculares, especialmente na panturrilha, e desencadeando
hipercoagulabilidade pelo (i) acumulo local de fatores de coagulacdo
ativados e produtos de ativacdo da coagulacdo e (ii) consumo
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simultdneo de inibidores da coagulagdo sanguinea. Ambos 0s
mecanismos iniciam um processo autocatalitico, onde a ativacdo da
coagulacdo sustenta ou possivelmente aumenta a hipercoagulabilidade
(LIPPI; FRANCHINI, 2008; MAMMEN, 1992). Além da acdo de
obstrucéo do fluxo sanguineo local, os trombos formados nos sinusoides
da panturrilha podem se estender para as veias proximais da perna e
sofrer deslocamento até os pulmdes, obstruindo a vasculatura e
provocando, entdo, a embolia pulmonar (EP) (Figura 6) (WEITZ, 2015).
O trombo venoso contém relativamente poucas plaquetas e
consiste principalmente em fibrina e eritrcitos retidos, sendo
denominado trombo vermelho. Os anticoagulantes sdo a base para
prevencdo e tratamento de TEV, ja que a fibrina é o componente
predominante na trombose venosa. Em determinadas circunstancias —
por exemplo, em pacientes com EP macica ou submacica — também
pode ser utilizado o tratamento fibrinolitico sistémico ou por cateter
direcionado, a fim de facilitar a restauracdo do fluxo sanguineo
pulmonar. Além disso, alguns pacientes com trombose venosa profunda
(TVP) extensa nas veias iliacas ou femorais também podem apresentar
melhor prognéstico com o tratamento fibrinolitico via cateter e/ou
extra¢do do trombo associado a anticoagulacdo (WEITZ, 2015).

Figura 6 - Formac&o e embolizac¢do do trombo venoso.
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Fonte: TROMBOSE, 2018.
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1.2.2.1 Epidemiologia

O TEV, que engloba a TVP e a EP, é um importante problema de
salde publica que afeta aproximadamente uma a cada 1.000 pessoas por
ano e aparece como o terceiro motivo mais comum de morte por causa
vascular, precedido de infarto do miocérdio e acidente vascular cerebral
(ROSENDAAL; RASKOB, 2014). Contudo, é dificil estimar a
incidéncia real do TEV, pois este apresenta sinais e sintomas
inespecificos e geralmente transcorre de forma silenciosa, sendo, em
muitos casos, a EP subita o primeiro sinal da doenga (COHEN et al,
2007).

Nos Estados Unidos da América (EUA), estima-se que o TEV
acometa anualmente cerca de 100 pessoas para cada 100.000 habitantes
(WHITE, 2003). Um estudo realizado com 94.194 participantes estimou
gue a incidéncia do primeiro evento de TEV ocorre em 1,43 individuos
a cada 1.000 pessoas/ano, sendo a TVP responsavel por 0,93 casos a
cada 1.000 pessoas/ano e a EP por 0,50 casos a cada 1.000 pessoas/ano.
Esse mesmo trabalho ainda evidenciou que as taxas de incidéncia de
TEV aumentam exponencialmente com a idade, sendo a incidéncia em
individuos com 70 anos ou mais trés vezes maior do que aquela em
individuos com idade entre 45 e 69 anos, que, por sua vez, apresentam
taxa trés vezes maior do que a de individuos com idade entre 20 e 44
anos. A taxa de letalidade encontrada nos primeiros 30 dias apds 0 TEV
é duas vezes maior em pacientes com EP (9,7%) do que em pacientes
com TVP (4,6%) (NAESS et al., 2007).

Uma compilacdo de estudos abrangendo seis paises até entdo
pertencentes a Unido Europeia (Franca, Alemanha, Italia, Espanha,
Suécia e Reino Unido) estimou uma ocorréncia de 761.697 eventos nao-
fatais de TEV (465.715 casos de TVP e 295.982 casos de EP) e 399.808
complicagdes associadas no ano de 2004, sendo a taxa estimada de TVP
de 148 a cada 100.000 pessoas/ano e a taxa estimada de EP de 95 a cada
100.000 pessoas/ano. O numero total estimado de mortes relacionadas
ao TEV foi de 370.012, em que 7% (26.473) foram resultantes de TEV
diagnosticado, 34% (126.145) de EP sUbita e 59% (217.394) de EP apds
TEV nédo diagnosticado (COHEN et al., 2007).

Poucos sdo os trabalhos publicados sobre a epidemiologia do
TEV no Brasil. Um dos principais estudos feitos no pais evidenciou a
ocorréncia de 0,6 caso a cada 1.000 habitantes por ano (MAFFEI, 1998).
Uma pesquisa realizada em 2017 demonstrou a ocorréncia de 2,86 casos
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a cada 100.000 habitantes na regido sul do pais e 0,70 casos a cada
100.000 habitantes na regido nordeste. O mesmo trabalho apontou
associacdo entre baixas temperaturas e maior incidéncia de TEV nos
estados do sul do Brasil, sendo que a média do nimero de casos de TEV
reportado em Santa Catarina foi de 2,57 para cada 100.000 habitantes
nos 48 meses analisados (OHKI; VAN BELLEN, 2017). Entre janeiro e
setembro de 2018, dados do Sistema Unico de Salde (SUS) mostram
31.589 internagdes no pais por TEV, com taxa de mortalidade de 2,57%.
O impacto econdmico da doenca também é significativo. Nesse mesmo
periodo, R$22.368.416,39 foram gastos com internacdes decorrentes de
TEV no pais (BRASIL, 2018).

1.2.2.2 Fatores predisponentes ao TEV

O TEV caracteriza-se como uma desordem multifatorial,
resultante de multiplas interacGes entre fatores de risco genéticos e
ambientais (KUJOVICH, 2011). Os fatores de risco ambientais podem
ser classificados em provocados, como cancer, cirurgia, trauma,
imobilizacdo, gravidez e periodo pos-parto, viagens de longa distancia,
hospitalizagdo, cateterismo e infeccdo aguda, e ndo provocados, como
idade, raca/etnia, grupo sanguineo ndo-O, obesidade, uso de
contraceptivos orais ou terapia hormonal, uso de corticosteroides, uso de
estatina, dieta, atividade fisica e sedentarismo, e poluicdo do ar
(CROUS-BOU; HARRINGTON; KABRHEL, 2016).

Idade, raca/etnia e grupo sanguineo ndo-O sdo caracteristicas ndo
modificaveis, contudo, o risco para desenvolvimento de TEV é varidvel
e esta compreensdo é fundamental para otimizar o diagnostico e
tratamento da doenca. Embora o TEV possa ocorrer em qualquer idade,
a incidéncia é maior em individuos mais velhos. Entre a vida adulta e a
meia idade, o TEV ocorre em uma taxa de 0,5-1,0 evento por 1.000
pessoas/ano. J& da meia idade até os 80 anos, essa taxa eleva-se
substancialmente para 5-7 eventos a cada 1.000 pessoas/ano (BELL et
al., 2016; SILVERSTEIN et al., 1998). A incidéncia de TEV também
difere por raga, havendo risco mais elevado entre individuos negros,
seguidos por brancos, asiaticos e hispanicos (BUCKNER; KEY, 2012).
Além disso, alguns estudos mostram que o fenétipo ABO correlaciona-
se com as concentragfes plasmaticas de FVIII e FvW, de forma que os
individuos com grupo sanguineo tipo O possuem menores quantidades
desses fatores pro-coagulantes (OHIRA et al., 2007; SMITH et al.,
2010) e, portanto, menor risco para desenvolvimento de TEV. Vale
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salientar, no entanto, que o tipo sanguineo ndo-O também tem sido
relacionado ao aumento no risco de TEV independentemente da
concentracdo de FVIII, podendo haver, portanto, outros meios
envolvidos além do previamente relatado (OHIRA et al., 2007).

Outros fatores de risco para TEV podem ser modificaveis, e sao,
portanto, relevantes ndo apenas para o diagnostico, mas para a
prevencdo da doenca. Dentre eles, destaca-se a obesidade, a hipertensdo
e a diabetes mellitus (AGENO et al., 2008). Além disso, a utilizacdo de
alguns medicamentos também pode modificar a chance de
desenvolvimento de TEV, como, por exemplo, 0 uso de hormonios
ex0genos (contraceptivos orais ou terapia de reposi¢do hormonal), que
tem sido associado a uma elevacao no risco para TEV (ANDERSON et
al., 2004; VESSEY et al., 1986). Uma meta andlise de 20 artigos
realizada em 2014 evidenciou a existéncia de diferenca no aumento do
risco para desenvolvimento de TEV de acordo com a composi¢do do
contraceptivo utilizado, sendo que usudrias de contraceptivos de
primeira, segunda e terceira geragdo possuem um aumento de 3,5, 3,0 e
4,3 vezes no risco de desenvolvimento da doenga, respectivamente,
guando comparadas a ndo usuarias (BARATLOO et al., 2014). Além
disso, estudos também relatam associacdo entre o uso de
corticosteroides e TEV (HUERTA et al., 2007; JOHANNESDOTTIR et
al., 2013) e evidenciam que o uso de estatinas estd associado a um
menor risco de TEV (GLYNN et al., 2009). Ja o papel da dieta, da
atividade fisica e da poluicdo do ar no desenvolvimento de TEV ainda
permanece controverso e ndo totalmente esclarecido. Enquanto um
estudo evidenciou que uma alimentacdo baseada na alta ingestdo de
grdos refinados, carnes vermelhas, sobremesas, doces, frituras e
produtos lacteos com alto teor de gordura estd associada a um maior
risco de TEV do que um padrédo dietético definido pelo alto consumo de
frutas, legumes, peixe, aves, produtos integrais e produtos lacteos com
baixo teor de gordura (STEFFEN et al., 2007), outros trabalhos ndo
demonstraram associacao significativa entre os padrdes alimentares e o
risco de TEV (LUTSEY et al., 2009; VARRASO et al., 2012). Em
relagdo a pratica de atividade fisica, um estudo de caso-controle (N =
3.608) associou a pratica regular de esportes a reducdo do risco de TEV
(VAN STRALEN et al., 2007), entretanto outras analises ndo relataram
nenhuma evidéncia estatisticamente significativa de uma associagéo
entre atividade fisica e risco de TEV (BORCH et al., 2010; KABRHEL
et al., 2011; TSAI et al., 2002). A poluicdo do ar também foi associada
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positivamente ao risco de TEV por um autor (BACCARELLI et al.,
2008), enquanto outro ndo encontrou tal associacdo (SHIH et al., 2011).

Nas Ultimas décadas, foi introduzido o conceito de que
alteragBes genéticas, que resultam em hipercoagulabilidade, estdo
presentes em um grande nimero de pacientes com doenca trombotica
venosa. Distlrbios trombofilicos podem ser encontrados em metade dos
pacientes que apresentam TEV (KUJOVICH, 2011). Dentre eles, 0s
polimorfismos nos genes do FV, da protrombina e da
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) sdo os mais frequentes na
populagdo afetada por TEV (CROUS-BOU; HARRINGTON;
KABRHEL, 2016), sendo encontrados, respectivamente, em 20-25%
(RIDKER et al., 1995; ROSENDAAL et al., 1995), 6-18% e 10% desta
populacdo (FRANCO, REITSMA, 2001). Ja as deficiéncias hereditarias
de AT, PC e PS séo relativamente raras, e estdo presentes em apenas 1-
5% dos pacientes com trombose venosa (FRANCO, REITSMA, 2001).

O C677T e o A1298C sdo dois polimorfismos genéticos
comuns do gene MTHFR. Ambos estdo associados a diminuicdo na
atividade da enzima 5,10 metilenotetrahidrofolato redutase, com menor
grau para o polimorfismo A1298C em comparacdo com o C677T (DE
MATTIA; TOFFOLI, 2009). Essa enzima esta envolvida na
remetilacdo de homocisteina em metionina (SPYRIDOPOULOQU et al.,
2012) e a diminuicdo de sua atividade resulta em concentragdes
elevadas de homocisteina, o que é um fator de risco para trombose
venosa, ja que a hiper-homocisteinemia esta associada a um aumento de
2-3 vezes no risco de desenvolvimento da doenca (DEN HEIJER et al,
1995; LANGMAN et al., 2000).

Ja o polimorfismo do gene da protrombina caracteriza-se pela
substituicdo de uma guanina por uma adenina na posicdo 20210 na
regido 3' ndo traduzida do gene da protrombina, aumentando a
estabilidade do RNA mensageiro e elevando em 30% as concentragdes
plasméticas de protrombina (hiperprotrombinemia). Dessa forma, ocorre
exacerbacgdo no risco para desenvolvimento de trombose venosa devido
ao aumento na geracao de trombina e formacdo de coagulos de fibrina
(DUQUE; MELLO, 2003; FRITSMA; MARQUES, 2007;
MARTINELLI et al., 2007). Essa mutacdo é a segunda causa mais
comum de trombofilia hereditaria, presente em 2-4% da populacdo em
geral e associada a um risco 2-3 vezes maior para desenvolvimento de
TEV em heterozigotos e 5-10 vezes em homozigotos (DE STEFANO et
al., 1998; HERRINGTON et al., 2002; ROSENDAAL et al, 1998).
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Contudo, o fator de risco genético mais comum para TEV é o
Fator V de Leiden (FVL), encontrado em 20-25% dos pacientes com
TEV e em 50% dos pacientes com trombofilia familiar (RIDKER et al.,
1995; ROSENDAAL et al., 1995).

1.3 FATOR YV DE LEIDEN (FVL)

Em 1993, Dahlback, Carlsson e Svensson relataram que uma
fraca resposta aos efeitos anticoagulantes da PCa estava associada ao
risco de TEV (DAHLBACK; CARLSSON; SVENSSON, 1993).
Subsequentemente, verificou-se que a chamada resisténcia a PCa é
causada, em mais de 90% dos casos, por uma mutacdo no FV da
coagulacdo, denominada FVL. Essa mutacdo ocorre devido a
substituicdo de uma guanina por uma adenina no nucleotideo 1691 no
exon 10 do gene do FV, resultando na troca da Arginina pela Glutamina
na posicdo 506 da proteina (FV R506Q) (NICOLAES; DAHLBACK,
2002). Como ja mencionado, a PC é uma glicoproteina plasmatica
ativada pela trombina, cuja sintese promove a prote6lise dos cofatores
Va e Vllla (SHEARER, 1995). A clivagem do FVa na posicao 506 pela
PCa esta associada a perda da atividade pré-coagulante do FVa, embora
também sejam necessarias clivagens nas posi¢des 306 e 679 para uma
completa inativacdo do FVa. Dessa forma, a molécula de FV mutada é
inativada 10 vezes mais lentamente que uma molécula de FV normal, o
gue leva ao aumento na geragdo de trombina e a um estado prolongado
de hipergoagulabilidade (CAMPELLO; SPIEZIA; SIMIONI, 2016;
FRANCHINI, 2012; NICOLAES; DAHLBACK, 2002; VOORBERG et
al, 1994). Além disso, o FV junto & PS atua como cofator da PCa na
inibicdo do complexo FIXa-FVIlla, que é responsavel pela geracdo de
FXa. O FVL exerce essa funcdo de forma precaria, o que intensifica a
geracdo de FXa (Figura 7) (THORELLI; KAUFMAN; DAHLBACK,
1999).
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Figura 7 — Acdo do Fator V normal e do Fator V de Leiden.
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1.3.1 Detecc¢do do Fator V de Leiden (FVL)

A presenca do FVL em um individuo ndo é evidenciada por
manifestacdes especificas e a suspeita clinica ocorre no advento do
TEV, como TVP ou EP. A pesquisa da mutacdo FV R506Q pode ser
efetuada mediante o teste da resisténcia a PCa, que é considerado um
teste de triagem, ou pela analise do acido desoxirribonucleico (DNA)
para identificacdo especifica da mutacdo (CAMPELLO et al., 2016). O
ensaio de resisténcia & PCa envolve a execugdo de um tempo de
tromboplastina parcialmente ativada (TTPa) no plasma do individuo na
presenca e auséncia de uma quantidade padronizada de PCa, sendo os
dois resultados expressos como uma razdo (TTPa + PCa/ TTPa - PCa).
Este ensaio baseia-se no principio de que, quando adicionado ao plasma
normal, a PCa inativa os fatores Va e Vllla, o que retarda a coagulagédo
e prolonga o TTPa. O fendtipo resistente a PCa é caracterizado por um
prolongamento minimo do TTPa em resposta a PCa e uma relagdo
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correspondente baixa. Ainda existem os ensaios modificados de
resisténcia & PCa, chamados de “segunda geragdo”, que incluem pré-
diluicdo com plasma deficiente em FV para normalizar fatores que
possam afetar a resisténcia a PCa, como PS e outros fatores da
coagulacdo dependentes de vitamina K diminuidos por anticoagulacao
oral. Dessa forma, o ensaio modificado pode ser utilizado em pacientes
recebendo terapia de anticoagulagdo (KAPIOTIS et al., 1996).

Individuos com o teste de triagem positivo devem,
obrigatoriamente, ser submetidos a analise de DNA para confirmacgéo e
diferenciacdo entre genotipo homozigoto e heterozigoto para FVL
(GRODY et al., 2001). A pesquisa da mutagdo é realizada por uma
variedade de métodos através da utilizacdo do DNA gendmico extraido
de leucdécitos do sangue periférico (GRODY et al., 2001; SPECTOR et
al., 2005), sendo considerado “padrdo-ouro" o sequenciamento
bidirecional da regido genética especifica do gene de interesse. Os
métodos comumente utilizados envolvem reacdo em cadeia da
polimerase seguida de polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricdo (PCR-RFLP) ou reacdo em cadeia da polimerase alelo-
especifica (PCR-AS) (EMADI et al., 2010; KADAUKE; KHOR; VAN
COTT, 2014; PRESS et al., 2002). Alguns individuos podem
apresentar-se heterozigotos para FVL e ainda terem deficiéncia
hereditaria de FV, sendo chamados de pseudo-homozigotos. Nesta
condicdo, uma caréncia coexistente de FV promove um fendtipo mais
severo de resisténcia @ PCa, indistinguivel clinicamente da mutacdo
homozigdtica. O diagndstico de pseudo-homozigoto baseia-se na
combinacdo de genétipo heterozigotico para FVL, baixa atividade do
FV no plasma (aproximadamente 50% do normal) e uma baixa raz&o no
teste de resisténcia a PCa, tipica de uma mutacdo homozigoética
(BRUGGE et al., 2005; SIMIONI et al., 2005).

Atualmente, ha& um consenso geral de que a pesquisa para
deteccdo do FVL é muito util em determinadas circunstancias (BAGLIN
et al.,, 2010; GRODY et al., 2001). Entretanto, as diretrizes diferem
guanto as indicacGes especificas para a triagem. Cabe ao clinico tomar a
decisdo baseado na probabilidade do resultado influenciar positivamente
no tratamento (BAGLIN et al., 2010). De maneira geral, o teste é
recomendado para individuos com: i) primeiro episodio de TEV nao
provocado em qualquer idade, ii) histérico de TEV recorrente, iii)
trombose venosa em locais incomuns (cerebral, mesentérica e hepatica,
por exemplo), iv) TEV durante a gravidez ou puerpério, v) TEV
associado ao uso de contracepcdo com estrogénio ou terapia de
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reposicao hormonal e vi) primeiro episédio de TEV em um membro da
familia de primeiro grau com menos de 50 anos de idade (BAGLIN et
al, 2010; KUJOVICH, 2011). Além disso, o teste também pode ser
apropriado em algumas outras circunstancias clinicas, como: i) mulheres
com perdas gestacionais recorrentes e inexplicadas durante o primeiro
trimestre ou perda fetal inexplicada apds 10 semanas de gestacdo ou
natimorto, ii) mulheres com pré-eclampsia grave e inexplicada,
descolamento prematuro da placenta ou feto com restricdo grave de
crescimento intra-uterino, iii) primeiro episddio de TEV relacionado ao
uso de tamoxifeno ou outros moduladores seletivos do receptor de
estrogénio (SERMS), iv) individuos com menos de 50 anos de idade
com primeiro TEV provocado na auséncia de malignidade ou
dispositivo intravascular, v) familiares adultos assintomaticos de
portadores de FVL, especialmente aqueles com forte historico familiar
de TEV em idade jovem ou mulheres do sexo feminino que estejam
gravidas ou que pretendam utilizar contraceptivos orais ou engravidar,
vi) mulheres fumantes com menos de 50 anos com infarto do miocérdio
ou acidente vascular cerebral e vii) recém-nascidos e criangas com TEV
idiopatico ou AVC idiopatico ndo relacionado ao uso de cateter. A
pesquisa nao é rotineiramente recomendada durante a gravidez ou
previamente ao uso de contraceptivos com estrogénio ou reposi¢do
hormonal, assim como a triagem pré-natal e de recém-nascidos
assintomaticos, neonatos e criangas também néo é indicada. Da mesma
forma, o teste ndo é sugerido para pacientes com historico pessoal ou
familiar de trombose arterial (sindrome coronariana aguda ou AVC),
contudo pode ser considerado em individuos com menos de 50 anos de
idade com trombose arterial inexplicada (KUJOVICH, 2011).

1.3.2 Manifestacdes clinicas

A principal manifestacdo clinica ocasionada pela presenca do
FVL é o TEV, sendo a mutacdo encontrada em 25% dos pacientes com
primeiro TEV idiopético e em até 40-50% daqueles com TEV recorrente
ou trombose relacionada ao estrogénio (DE SANCHO; DORFF; RAND,
2010; ROLDAN et al., 2009;). Embora a maioria dos individuos
afetados ndo apresente o primeiro evento trombotico até a idade adulta,
alguns apresentam TEV recorrente antes dos 30 anos de idade. Um
rastreamento familiar em individuos portadores de resisténcia a PCa
constatou que 40% dos homozigotos para FVL ja haviam apresentado
TEV aos 33 anos de idade, em comparacdo com 20% dos heterozigotos
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e 8% dos individuos sem a mutacdo (ZOLLER et al., 1994). Estudos
populacionais sugerem gue o risco relativo para o desenvolvimento do
primeiro episédio de TEV aumenta de 3-8 vezes em individuos
heterozigotos (JUUL et al., 2004; KOSTER et al., 1993; KUJOVICH,
2011; ROSENDAAL; REITSMA, 2009) e de 10-80 vezes em
homozigotos para FVL (GOHIL; PECK; SHARMA, 2009; JUUL et al.,
2004; KUJOVICH, 2011; ROSENDAAL; REITSMA, 2009). Um
grande estudo de coorte (N = 9.253) evidenciou que a chance de
desenvolvimento de TVP é aumentada em 2,5 vezes em heterozigotos e
17 vezes em homozigotos para FVL. Ja para EP, esta chance é elevada
em 2,9 vezes em heterozigotos e 12 vezes em homozigotos (JUUL et al.,
2004). Pesquisas também relatam que aproximadamente 10% dos
heterozigotos para FVL desenvolvem TEV ao longo da vida (HEIT et
al., 2005), sendo o risco para desenvolvimento de TEV superior (25-
40%) naqueles pertencentes a familias trombofilicas (LENSEN et al.,
2000a; LENSEN et al., 2000b). O risco para ocorréncia de trombose
venosa cerebral também aumenta cerca de 3 vezes nos heterozigotos
para a mutacdo (DENTALI; CROWTHER; AGENO, 2006). A
ocorréncia de TVP é mais comum do que a EP em portadores de FVL e
geralmente se desenvolve nas pernas, podendo, com menor frequéncia,
acometer membros superiores (SCHULMAN, 2007; VAN STRALEN;
ROSENDAAL; DOGGEN, 2008). Uma compilacdo de estudos
constatou que a prevaléncia de FVL em individuos com EP isolada foi
de aproximadamente 50% da prevaléncia em individuos com TVP (DE
MOERLOOSE et al., 2000).

A recorréncia apds um primeiro episddio de TEV também pode
ser influenciada pelo FVL. Uma meta-andlise incluindo 3.104
individuos com TEV inicial concluiu que o FVL em heterozigose esta
associado ao aumento de 1,4 vezes no risco de TEV recorrente (HO et
al., 2006). Ja este risco em homozigotos para FVL ainda ndo esta bem
definido, mas uma revisdo sistematica apontou um aumento de 2-3
vezes no risco de TEV recorrente nestes individuos (SEGAL et al.,
2009).

A expressdo clinica do FVL é significativamente influenciada
pela coexisténcia de distdrbios trombofilicos genéticos e adquiridos, e
também de outros fatores de risco para TEV. O FVL interage com esses
fatores, podendo aumentar a chance de desenvolvimento de TEV, sendo
gue pelo menos 50% dos episddios trombdticos em individuos
portadores da mutacdo estdo associados a presenca concomitante de
fatores de risco adicionais para TEV (LENSEN et al., 2000a).
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A combinacdo de heterozigosidade da mutacdo e a maioria dos
distarbios trombofilicos tem um efeito supra-aditivo sobre o risco
trombético global (KUJOVICK, 2011). Uma andlise combinada de oito
estudos caso-controle demonstrou que individuos unicamente portadores
de FVL ou mutacdo no gene da protrombina possuem um aumento de
cinco e quatro vezes no risco trombotico, respectivamente. Em
contraste, aqueles duplamente heterozigotos para ambas as mutacdes
apresentam um aumento de 20 vezes no risco relativo para TEV,
evidenciando o efeito multiplicativo dessas mutagdes no risco
trombotico total (EMMERICH et al., 2001). Além disso, um estudo
constatou que individuos portadores de FVL que possuem um parente
de primeiro grau com histérico de trombose possuem um risco trés
vezes maior para TEV quando comparados com aqueles que possuem
histérico familiar de TEV sem a mutacdo associada, evidenciando que a
associacdo de FVL e historico familiar de trombose possui valor
preditivo adicional no risco trombético (LENSEN et al., 2000b). Uma
pesquisa também mostrou que heterozigotos para FVL com altas
concentracBes de FVIII (150% do normal) possuem uma incidéncia 2-3
vezes maior de TEV do que aqueles com a mutacédo isolada (LENSEN
et al. 2001). O risco de trombose também esta aumentado em pacientes
com FVL e hiperhomocisteinemia. No Physicians Health Study,
individuos com FVL ou hiperhomocisteinemia apresentaram um risco 3-
4 vezes maior para TEV idiopatico em comparacdo com aqueles sem
anormalidades, ja o risco relativo trombatico foi aumentado em 22 vezes
nos individuos com ambos os distdrbios (RIDKER et al., 1997c).

Quando associada a gestacdo, a presenca de FVL tem sido
relacionada a falhas de implantagdo do embrido e abortos, bem como a
perda gestacional tardia (LIATSIKOS et al, 2016). Uma revisdo sobre a
relacdo entre trombofilia hereditaria e perdas gestacionais recorrentes
realizada por Rodger et al. (2010) relatou um risco de aborto espontaneo
aumentado em 1,52 vezes para mulheres com FVL. A heterozigosidade
do FVL ainda foi associada a um risco quatro vezes maior de natimorto
inexplicado e 11 vezes maior de natimorto associado ao infarto
placentario (HILTUNEN et al.,, 2010). Um estudo constatou que
mulheres homozigotas para FVL apresentam risco cinco vezes maior de
perda fetal tardia (apés 12 semanas de gestacdo) do que mulheres
heterozigotas, e 11 vezes maior do que mulheres sem a mutagdo. Em
contraste, a frequéncia de perda precoce (primeiro trimestre) foi
semelhante nos trés grupos, sugerindo que a mutacdo possui maior
associacdo com a interrupcao tardia da gravidez (BIRON-ANDREANI
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et al., 2009). Mulheres com multiplas muta¢fes trombofilicas ou
homozigotas para FVVL possuem o maior risco trombotico associado a
gravidez. O risco aumenta de 20-40 vezes em homozigotas para FVL
(GERHARDT et al., 2003; MARTINELLI et al., 2001; ROBERTSON
et al., 2006), nove vezes nas heterozigotas e mais de 100 vezes nas
duplamente heterozigotas para FVL e mutacdo da protrombina,
ilustrando o aumento acentuado no risco global quando mutacdes
trombofilicas sdo combinadas (GERHARDT et al., 2000).

O uso de contraceptivos orais também aumenta substancialmente
0 risco para TEV em portadoras de FVL. Um estudo evidenciou que
mulheres homozigotas usuarias de contraceptivos orais podem ter o
risco para TEV aumentado em mais de 100 vezes
(VANDENBROUCKE et al., 1994). Além disso, pesquisadores relatam
gue a heterozigose para FVL é encontrada em 20-60% das mulheres
com histérico de TEV durante o uso de contraceptivos orais (DE
SANCHO; DORFF; RAND, 2010; HIRSCH et al, 1996;
LACZKOVICS et al., 2007). Um estudo de caso-controle que incluiu
948 pacientes com TEV (23% com FVL) e 902 controles (8% com
FVL) demonstrou que, em usuarias de contraceptivos orais combinados
(COC) portadoras da mutacéo, a chance para desenvolvimento de TEV
aumentou 20 vezes em comparagdo com as ndo Usuérias e ndo
portadoras de FVL, e trés vezes em comparacdo com as ndo portadoras
de FVL usuarias de COC. Ao excluir mulheres com fatores de risco
concomitantes (cirurgia, gesso ou ambos) e mulheres obesas, 0 risco
para TEV quase dobrou (37,5 vezes) (BERGENDAL et al., 2014).
Contraceptivos orais de terceira geracdo estdo associados a um risco
maior de TEV do que os de segunda geragdo, sendo o risco
especialmente alto nas mulheres heterozigotas para FVL. Estudos
mostram um aumento de cerca de 50 vezes no risco de TEV em
heterozigotas para a mutacdo que utilizam COC de terceira geracdo
guando comparadas com mulheres sem a mutagdo que ndo utilizam
contraceptivos orais (BLOEMENKAMP et al., 1995; HUGON-RODIN
et al., 2018). A terapia de reposicdo hormonal (TRH) associada ao FVL
também eleva o risco de desenvolvimento de TEV. Estudos evidenciam
que portadoras de FVL em uso de TRH possuem um aumento de 7-15
vezes no risco para TEV em comparacdo com as ndo usuarias de TRH
sem a mutacdo (CUSHMAN et al., 2004; HERRINGTON et al., 2002;
ROSENDAAL et al., 2002; WU et al., 2005).

A obesidade também aumenta o risco para TEV em individuos
com FVL (POMP et al., 2007; RIBEIRO et al., 2016). Em um estudo, a
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obesidade (IMC > 30 kg/m®) foi associada a um risco 2,5 vezes maior de
TEV, sendo esse risco aumentado para oito vezes em obesos portadores
da mutacdo e aproximadamente seis vezes em individuos com excesso
de peso (IMC = 25 a 30 kg/m?) também com a mutagdo (POMP et al.,
2007).

A combinacédo de viagens aéreas prolongadas e FVL também esta
associada a um aumento de oito vezes no risco para TEV segundo
Cannegieter et al. (2006). Ja um trabalho de 2016 demonstrou que a
chance para desenvolvimento de TEV em individuos submetidos a
viagens de longa distancia é aumentada em 13,9 vezes em portadores de
FVL quando comparados a individuos sem a mutacéo (RIBEIRO et al.,
2016)

Ainda ndo esta claro até que ponto o FVL eleva o risco
trombotico associado & cirurgia ou trauma. Diversos estudos sugerem
gue a mutagdo esta associada a um risco até cinco vezes maior de TEV
sintomatico ap6s cirurgias (BABA-AHMED et al., 2007; LINDAHL et
al., 1999), sendo a homozigosidade para FVL reponsavel por um
aumento de até 20 vezes no risco de TEV apos cirurgias, principalmente
urolégicas e ortopédicas (EHRENFORTH et al. 2004). Também néo
esta claro até que ponto o FVL aumenta o risco trombdtico associado a
malignidade. Um grande estudo populacional de caso-controle (N =
2.578) evidenciou que os heterozigotos para FVL com malignidade
apresentam um risco duas vezes maior de TEV do que pacientes com
cancer sem a mutacdo e um risco 12 vezes maior do que 0s pacientes
controle (sem malignidade e FVL). Além disso, individuos com cancer e
heterozigotos para FVL ou mutacdo da protrombina apresentaram um
risco 20 vezes maior de desenvolver trombose de extremidade superior
do que pacientes com cancer sem mutacdo protromboética (BLOM et al.,
2005).

No ano de 2016, Ribeiro et al. avaliaram a associa¢do do FVL a
varios outros fatores de risco para desenvolvimento de TEV. Os
resultados evidenciaram que pacientes portadores de FVL e pertencentes
ao grupo sanguineo ndo-O apresentavam 9,1 vezes mais chance de
desenvolvimento de trombose venosa quando comparados a individuos
sem FVL e outros fatores de risco para TEV. Somando-se a presenca de
obesidade, o risco aumentou para 12,5 vezes. Além disso, o estudo
relatou que os individuos expostos & somatoria dos fatores de risco
(FVL, grupo sanguineo ndo-O, obesidade e uso de contraceptivo oral)
apresentavam 21,4 vezes mais chance de desenvolvimento de TEV. Ja
para aqueles portadores de FVL, pertencentes ao grupo sanguineo nao-
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O, obesos e submetidos a viagem de longa distdncia, a chance de
desenvolvimento da doenca aumentava 44,7 vezes (RIBEIRO et al.,
2016).

Dessa forma, fica evidente que interacfes do FVL com outros
fatores de risco genéticos e ambientais sdo decisivas para a avaliacdo do
risco global para desenvolvimento de TEV (CAMPELLO et al., 2016).

1.3.3 Tratamento e aconselhamento genético

O manejo de individuos com FVL depende das circunstancias
clinicas. O primeiro TEV agudo deve ser tratado com heparina de baixo
peso molecular (HBPM) ou heparina ndo fracionada (HNF) intravenosa.
A varfarina € iniciada concomitantemente com a HBPM (exceto durante
a gravidez) e monitorada com a razdo normalizada internacional (RNI)
(KEARON et al., 2008). A RNI alvo de 2,5 (intervalo terapéutico: 2,0 a
3,0) fornece anticoagulacdo, mesmo em individuos homozigotos para
FVL (BAGLIN et al., 1998). A HBPM e a varfarina devem ser
sobrepostas por pelo menos cinco dias, e até que a RNI atinja a faixa
terapéutica em duas medicgdes consecutivas durante dois dias. A duracdo
da anticoagulagdo deve basear-se numa avaliagdo dos riscos de
recorréncia de TEV e hemorragias relacionadas ao uso de
anticoagulantes. Aproximadamente 30% dos pacientes com um evento
de TEV desenvolvem trombose recorrente nos 10 anos subsequentes
(PRANDONI; SIMIONI; GIROLAMI, 1996). Individuos com TEV
espontaneo e nenhum fator provocativo identificavel requerem um curso
mais longo de anticoagulacdo. Recomenda-se anticoagulacdo durante
pelo menos trés meses para individuos com TEV associado a um fator
de risco transitério. A duracdo Otima da anticoagulacdo para os
heterozigotos para FVL ¢ debatida. Tal heterozigosidade geralmente nédo
¢ uma indicacdo de anticoagulacdo de longo prazo e esta somente €
recomendada para individuos com TEV ndo provocado inicial ou
recorrente e sem fatores de risco para sangramento com boa
monitoracdo de anticoagulacdo. A anticoagulagcdo também deve ser
considerada em individuos homozigotos para FVL ou com multiplos
distarbios trombofilicos (KEARON et al., 2008).

Como o TEV inicial em heterozigotos para FVL ocorre em
associacdo a outros fatores de risco circunstanciais em 50% dos casos, a
anticoagulacéo profilatica durante situagdes clinicas de alto risco, como
cirurgia, gravidez ou imobilizacdo prolongada, pode prevenir alguns
desses episodios. No entanto, ndo ha evidéncias que confirmem o
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beneficio da profilaxia priméria para heterozigotos assintomaticos e as
decisdes relativas a anticoagulacdo profilatica devem avaliar o
risco/beneficio para cada paciente (GEERTS et al., 2008).

Muitas revisGes e diretrizes foram publicadas abordando o
manejo do FVL na gravidez (com relacdo a profilaxia antitrombética
pré-natal e pés-natal) (BAGLIN et al., 2010; LOCKWOOD; WENDEL,
2011; LUSSANA et al., 2009). A anticoagulacdo profilatica é sugerida
no pré- e no pos-parto somente em portadoras homozigotas de FVL. Nas
heterozigotas, é sugerida a vigilancia clinica pré- e pés-parto, ou a
vigilancia clinica pré-parto e a profilaxia pos-parto na presenca de
histérico familiar (BATES et al.,, 2012; BLEKER; COPPENS;
MIDDELDORP, 2014). Ainda, a anticoagulacdo profilatica deve ser
considerada para gestantes heterozigotas com trombose prévia
relacionada ao estrogénio (associada ao uso de contraceptivos orais ou
gravidez) (BATES et al., 2008; DE STEFANO et al, 2006;
PABINGER et al., 2005) e também pode ser apropriada para mulheres
duplamente heterozigotas para FVL e mutagdes da protrombina ou com
outros defeitos trombofilicos combinados (BATES et al., 2008; DUHL
et al., 2007). Além disso, é importante mencionar que as mulheres que
se submetem a uma cesariana correm maior risco de desenvolver TEV
(KANE et al., 2013). A tromboprofilaxia ndo é recomendada neste tipo
de parto na auséncia de fatores de risco adicionais, contudo, em
portadoras de FVL em homozigose ou heterozigose, a profilaxia €
aconselhada, pois tais mulheres apresentam um risco absoluto de TEV
superior a 3% (BATES et al., 2012). Esta tromboprofilaxia deve ser
preferencialmente continuada até seis semanas a partir da alta hospitalar
(BLEKER; COPPENS; MIDDELDORP, 2014).

Devido a elevada prevaléncia do FVL em certas populacdes, a
pesquisa da mutacdo nos pais e/ou no parceiro reprodutivo do individuo
afetado pode ser efetuada a fim de fornecer informagdes sobre riscos
potenciais para irmdos e/ou descendentes. Contudo, as indicac¢fes para a
triagem em familiares ndo estdo bem estabelecidas e a pesquisa rotineira
da mutacdo em membros da familia geralmente ndo é recomendada,
sendo uma deciséo avaliada de forma individual (KUJOVICK, 2011). A
pesquisa da mutacdo em familiares assintomaticos pode ser Util para
reduzir a ocorréncia de TEV provocado nesses individuos, uma vez que
a prevengdo antitrombotica priméria pode ser administrada em
circunstancias que poderiam potencialmente conduzir ao TEV, como
por exemplo, viagem de longa distancia, gravidez e puerpério. Além
disso, essa informacdo também pode ajudar no aconselhamento de
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mulheres portadoras de FVL sobre o uso de contraceptivos orais ou
TRH (DE STEFANO; ROSSI, 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

A prevaléncia de FVL varia de acordo com a populacdo e
apresenta distribuicdo geografica desigual. Nos EUA, a mutacdo é mais
presente em americanos brancos e hispanicos, e mais rara em afro-
americanos, asiaticos americanos e nativos americanos (RIDKER et al.,
1997a). Na Europa, as prevaléncias nos diferentes paises podem variar e
serem inferiores a 1% ou atingirem valores proximos de 15%. Ja em
paises asiaticos, africanos e populagdes indigenas australianas,
geralmente a mutagdo é extremamente rara (REES; COX; CLEGG,
1995). Em Marrocos, um estudo ndo detectou a mutacdo em nenhum
dos individuos pesquisados, em oposicdo ao encontrado na Palestina,
Jordania e em arabes israelenses, cuja frequéncia encontrada variou de
7,0-13,6% (GIUDICELLI, 2002). Entre os Libaneses, a prevaléncia
detectada oscilou de 2-15% (ALMAWI, 2002).

No Brasil, pais de origem étnica heterogénea, existem poucos
estudos sobre a prevaléncia de FVL. Um trabalho realizado em Ribeirdo
Preto/SP (N = 440) avaliou a prevaléncia da mutacdo em individuos
assintomaticos de quatro diferentes grupos étnicos e verificou que a
mutacdo foi relativamente frequente em caucasianos (2,6%) e
inexistente em negros africanos e em asiaticos (FRANCO et al., 1999).

O estado de Santa Catarina possui um histérico de colonizacio
por diferentes povos europeus, como portugueses, italianos e alemaes
(CORREA, 1999). Na capital, Floriandpolis, habitam individuos
provenientes de todo o estado, principalmente em decorréncia da
presenca da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Além
disso, a cidade, por estar localizada na regi&o sul do pais e possuir clima
subtropical, apresenta uma temperatura média anual de 17,5 °C,
chegando a média de 11,0-15,0 °C entre os meses de maio e setembro,
valores inferiores as regides do Brasil com clima tropical, que registram
temperaturas médias anuais de 20,5-24,0 °C (ALMEIDA,;
ZANLORENSSI, 2017). Conforme mencionado anteriormente, a
literatura relata associacdo entre baixas temperaturas e maior incidéncia
de TEV nos estados do sul do Brasil (OHKI; VAN BELLEN, 2017).
Dessa forma, a determinacdo da frequéncia de portadores de FVL serd
importante para fornecer informac@es relativas a heterogeneidade da
prevaléncia desse fator de risco importante para TEV e podera ajudar a
compreender as diferencas étnicas ou geograficas na incidéncia de
doencas trombdticas.
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Além disso, 0 exame para deteccdo da mutacdo FV R506Q é
oferecido por um custo médio de R$510,00 em laboratérios particulares
na cidade de Floriandpolis. Atualmente, o Hospital Universitario
vinculado a Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC)
terceiriza a realizacdo do exame pelo SUS, sob um custo que varia de
R$320,00 a R$400,00 por teste para a instituicdo. Assim, fica evidente a
necessidade da padronizacdo de uma metodologia eficaz e menos
onerosa & instituicdo para que um maior nimero de pacientes possa ser
contemplado com a realizagdo do exame.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar a técnica para deteccdo da mutacdo FV R506Q e
determinar a prevaléncia de Fator V de Leiden em doadores de sangue
de Floriandpolis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a metodologia para a deteccdo de FVL (FV
R506Q);

e Validar a metodologia para a detec¢do de FVL (FV R506Q);

e Avaliar a prevaléncia de FVL (FV R506Q) nos doadores de
sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina
(HEMOSC) de Florianopolis;

e Determinar a frequéncia de FVL segundo a mesorregido do
estado de Santa Catarina de origem do doador;

e Determinar a frequéncia de FVL segundo a cor/raca do
doador;

e FEstudar a associagdo da presenca de FVL com as
caracteristicas dos doadores de sangue;

e Verificar a associacdo da presenca de FVL com outros
fatores de risco para TEV.
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4 CASUISTICA E METODOS
4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina
(CEPSH-UFSC), sob nimero 2.064.384 (Anexo A), e pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa
Catarina (HEMOSC), sob numero FLN.01.03.13-R01 (Anexo B).
Foram obedecidos os critérios éticos estabelecidos pela Resolugdo
196/96 do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa, Diretrizes e
Normas Regulamentadores de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos,
garantindo, dessa forma, o sigilo da identidade dos participantes da
pesquisa. Todos os doadores que apresentaram a mutacdo FV R506Q
foram encaminhados para consulta com médico hematologista.

4.2 DESCRICAO DO ESTUDO
Trata-se de um estudo quantitativo, transversal e prospectivo.
4.3 POPULACAO DE ESTUDO E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

A populacdo de estudo foi obtida a partir de doadores de sangue
do HEMOSC de Florianopolis, com idades entre 18 e 69 anos. Para o
calculo amostral, adotou-se um nivel de confianca de 95% e um erro
absoluto de 1,5%. Considerou-se uma prevaléncia esperada de FVL no
periodo do estudo de 2,0% (ARRUDA et al., 1995; FRANCO, 1999).
Com o objetivo de repor qualquer perda devido aos critérios de
exclusdo, o tamanho da amostra sugerida pelo calculo amostral foi
aumentado em 10%. Dessa forma, o tamanho amostral calculado foi de
400 doadores voluntérios de sangue.

Para a realizacdo dos experimentos, foi utilizada uma aliquota de
400 uL de sangue obtida a partir do tubo de sangue total anticoagulado
com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) que é coletado no
momento da doacdo da bolsa de sangue e que é utilizado para a
realizacdo dos exames de rotina do setor de imunohematologia. Dessa
forma, ndo foi necesséria a coleta de um tubo de sangue adicional ou a
realizacdo de uma segunda puncdo venosa. As aliquotas foram
separadas antes da amostra ser processada pelo setor de
imunohematologia.
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A partir do questionario autoaplicado (Apéndice A) pelo
participante/doador, obteve-se 0s seguintes dados: procedéncia, sexo,
idade, cor/raca, tipo sanguineo (ABO e RhD), altura, peso, uso de
contraceptivo oral e historico familiar de TEV. A partir dos dados altura
e peso, foi calculado o indice de massa corporal (IMC) dos participantes
e estes foram classificados em: abaixo do peso (IMC < 18,5 kg/m?),
peso normal (IMC = 18,5-24,9 kg/m?), excesso de peso (IMC = 25,0-
29,9 kg/m?) e obesidade (IMC > 30,0 kg/m?) (BRASIL, 2018).

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

No presente estudo, foram incluidas amostras de doadores de
sangue do HEMOSC de Floriandpolis que assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), responderam ao
guestionario autoaplicado anexo ao TCLE e que doaram sangue entre 01
de mar¢o de 2017 e 01 de junho de 2018.

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

A presenca de inibidores de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) foi considerada um fator de excluséo.

4.6 PAQRONIZAQAO E VAL1DAQA0 DA PCR E DIGESTAO
ENZIMATICA PARA DETECCAO DE FATOR V DE LEIDEN (FV
R506Q)

Para a deteccdo da mutagdo Fator V de Leiden (FV R506Q) foi
utilizada a técnica de PCR seguida por digestdo enzimatica com Mnll
(ARRUDA et al., 1995).

Para a padronizagdo, foram utilizadas amostras de sangue
periférico coletadas de individuos que conhecidamente possuiam ou nédo
a mutacdo FV R506Q. A amostra controle de homozigose de FV R506Q
foi adquirida do laboratério Centro de Genomas/S&o Paulo. A amostra
controle de heterozigose de FV R506Q e a amostra controle de auséncia
de mutacdo foram obtidas de individuos referenciados ao HU-UFSC que
ja haviam realizado a investigacdo da presenca da mutacdo em
laboratério externo.

O DNA gendmico foi extraido de 200 pL de sangue periférico
utilizando-se o kit comercial ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep
System (Promega/EUA), conforme instrucbes do fabricante. A
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guantidade de DNA extraido foi estipulada pelo NanoVue™ Plus
Spectrophotometer (GE Healthcare Life Sciences/Reino Unido) e a
qualidade do mesmo foi avaliada pela relacdo das absorbancias 260/280
nm.

Apds a extracdo do DNA, a regido alvo foi amplificada por PCR
utilizando-se 0S iniciadores especificos, 5’-
CTTGAAGGAAATGCCCCATTA-3’ (senso) e 5’-
TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA-3’ (antisenso) para a regido do
exon 10 do gene do FV (ARRUDA et al., 1995).

As reacdes foram preparadas com um volume final de 50 pL.
Para a etapa de padronizacdo, foram testadas diferentes concentragdes
de iniciadores e de cloreto de magnésio (MgCl,), assim como diferentes
fabricantes de Taq DNA polimerase. Dessa forma, de modo geral, a
solucdo mix da PCR foi preparada conforme o Quadro 1.

Quadro 1 — Solucdo mix utilizada para padronizacdo da PCR para

detecgdo de Fator V de Leiden (FV R506Q).

Solugdo mix para uso da Taq
DNA polimerase Invitrogen/EUA

Solugdo mix para uso da Taq
DNA polimerase
PROMEGA/EUA

Agua ultra-pura: q.s.p. 50 uL

Agua ultra-pura: g.s.p. 50 uL

Tampao 10 X Invitrogen: 5,0 uL

Tampéo 5 X PROMEGA: 10 pL

MgCl, (50 mM): 1,5 mM

MgCl, (25 mM): 0,5 — 3 mM

Iniciador senso (10 uM): 0,12 - 0,2
Y

Iniciador senso (10 puM): 0,12
UM

Iniciador antisenso (10 puM): 0,12 —
0,2 uM

Iniciador antisenso (10 uM): 0,12
UM

dNTP mix (100 mM): 0,8 mM

dNTP mix (100 mM): 0,8 mM

Tag DNA polimerase (5 U/uL): 1,5
U

Taq DNA polimerase (5 U/uL):
15U

DNA gendmico: =~ 200 ng

DNA genbmico: ~ 200 ng

g.s.p.- quantidade suficiente para; MgCl, - cloreto de magnésio; dNTP -
desoxirribonucleotideos trifosfatados. Fonte: autora.

A amplificacdo foi
Biosystems/EUA, modelo

realizada em termociclador
2720 Thermal

Applied

Cycler. Durante a

padronizacdo, foi realizada uma adaptacdo do protocolo de Yap et al.
(1999), em que foram testadas diferentes temperaturas de pareamento,
sendo que as condigdes de reacdo foram: 30 ciclos de 40 segundos a 94
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°C para a desnaturacdo da fita de DNA, 40 segundos a 56-62 °C para
pareamento dos iniciadores, e 2 minutos a 72 °C para extensdo da fita.

Antes da digestdo enzimatica, o sucesso da amplificacdo foi
verificado realizando-se uma eletroforese em gel de agarose 2,5% a 130
V por 20 minutos, protocolo ja utilizado pelo laboratério de biologia
molecular do HU-UFSC. O gel foi corado com brometo de etidio e as
bandas foram visualizadas em transiluminador sob luz ultravioleta (UV)
de 320 nm (ImageQuantLAS500, GE Healthcare Life Sciences/Reino
Unido). O tamanho dos fragmentos foi estimado por comparagdo com o
marcador de tamanho molecular de 50 pares de base (pb). As amostras
gue apresentavam uma Unica banda com 220 pb foram submetidas a
digestdo com Mnll.

A digestdo enzimatica foi preparada com um volume final de 20
pL e foi realizada na seguinte condi¢do: 10 pL de produto de PCR, 2 pL.
de tampdo CutSmart (New England BioLabs/EUA), 0,2 pL de Mnll (5
U/uL; New England BioLabs/EUA) e agua ultra-pura q.s.p 20 puL. A
reacdo foi incubada por 12 horas a 37 °C, e os produtos da digestdo
foram observados em gel de poliacrilamida 12%, conforme protocolo ja
utilizado pelo laboratério de biologia molecular do HU/UFSC (8
minutos sob 50 V mais 35 minutos sob 200 V). O tamanho dos
fragmentos foi estimado por comparacdo com o marcador de tamanho
molecular de 50 pb.

A presenca da mutacdo foi detectada pela perda de um dos sitios
de restricdo (Figura 8). Em individuos homozigotos deve haver
producdo de dois fragmentos (67 pb e 153 pb), enquanto os
heterozigotos apresentam quatro fragmentos (37 pb, 67 pb, 116 pb e 153
pb) gerados pela perda do sitio de restricdo em dois e em um dos alelos,
respectivamente (Figura 9). Ja os individuos que ndo possuiam a
mutacgéo apresentam trés fragmentos (37 pb, 67 pb e 116 pb) (ARRUDA
etal., 1995).
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Figura 8 - Esquema ilustrando a perda do sitio de restricdo da enzima
Mnll em consequéncia da mutagéo de ponto do Fator V de Leiden.

MUTACAO G—A NO EXON 10 DO GENE DO FATOR V (FV LEIDEN)

R " R
f c
i Vg i
* DNA
Alelo 1691G
Normal
Frag.116pb Frag.37pb  Frag.67pb
R
a+b l (-
» »Ve—> DNA
o —l——
Alelo 1691A =
Mutado
Frag.153pb Frag.67pb

@ Sitio de Restricao da MnN
R Enzima de Restrigao Mnfl

a, b, c: Fragmentos gerados pela agao da enzima de restrigao

Fonte: CARVALHO, 2004

Figura 9 - llustragdo esquematica do resultado gerado da digestéo pela
enzima de restricdo Mnll do produto da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para deteccdo de Fator V de Leiden.

atb 153 atb 153
a
b 67
— — 67 — 67
c 37 37
1691G, 1691G 1691A, 1691A 1691G, 1691A
Normal Mutagdo Mutagio
Homozigdtica Heterozigoética

Fonte: CARVALHO, 2004
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Para a validacdo da PCR para deteccdo de FV R506Q, foi
avaliada a robustez da técnica frente as condigdes de armazenamento da
amostra de sangue total. Para tanto, amostras de sangue total com
resultados conhecidos foram acondicionadas em geladeira por 15 e 30
dias, e a temperatura de -20 °C por 30 e 90 dias. Posteriormente ao
tempo de armazenamento, as amostras foram submetidas a extracdo de
DNA, seguida de PCR e digestéo enzimatica.

Para avaliar os limites de deteccdo da PCR, foram realizados dois
testes. Inicialmente, foi analisada a influéncia da leucopenia na deteccéao
da mutacdo e, para tanto, a extragdo de DNA foi efetuada a partir de
amostras de sangue total com leucometria igual ou menor ao limite
inferior de referéncia (3.800 leucécitos/mm®) (BAIN, 2008). Para o
segundo ensaio, foram executadas dilui¢des seriadas de DNA gendmico
de concentracdo conhecida. Nos dois testes, 0 DNA foi submetido a
PCR seguida de digestdo enzimatica e determinou-se a menor
guantidade de leucdcitos ou de DNA necessaria para se obter bandas
visiveis e de qualidade no gel de poliacrilamida.

Adicionalmente, foi avaliada a reprodutibilidade do método. Para
tal, foram realizadas 35 amplificacdes de amostras conhecidamente
positivas ou negativas para a mutagdo, contemplando todas as formas de
apresentacdo do gene (homozigoto para mutacdo, heterozigoto para
mutacdo ou sem mutacdo). A concordancia entre os resultados obtidos
nesse trabalho e os resultados de laboratorios de referéncia foi avaliada
pelo teste de Kappa.

4.7 DETECCAO DA PRESENGCA DE FATOR V DE LEIDEN (FV
R506Q) NOS DOADORES DE SANGUE

Apos a padronizacdo da PCR seguida de digestdo enzimética para
detecgdo de FV R506Q, a presenca da mutagdo nos doadores de sangue
foi avaliada da forma descrita abaixo. O método de extracdo de DNA
gendmico e os iniciadores utilizados foram os mesmo j& citados no item
4.6 do presente trabalho.

As reagdes de PCR foram executadas com um volume final de 50
uL. A solugdo mix da PCR foi preparada da seguinte forma: = 200 ng de
DNA gendmico, 10 pL de tampdo 5X concentrado para Taq DNA
polimerase (pH 8,5, Promega/EUA), 2,5 mM de MgCl, (25 mM;
Promega/ EUA), 0,8 mM de dNTP mix (100 mM de cada;
QIAGEN/Alemanha), 0,12 uM de iniciador senso e antisenso (10 uM
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cada), 1,5 U de Tag DNA polimerase (5 U/uL; Promega/EUA) e agua
ultra-pura q.s.p 50 pL.

A amplificacdo foi realizada em termociclador Applied
Biosystems/EUA, modelo 2720 Thermal Cycler. As condicBes de
reacdo foram: 30 ciclos de 40 segundos a 94 °C para a desnaturacdo da
fita de DNA, 40 segundos a 57 °C para pareamento dos primers e 2
minutos a 72 °C para extensao da fita.

O sucesso da amplificacdo foi verificado conforme ja descrito no
item 4.6 do presente trabalho. As amostras que apresentavam uma Unica
banda com 220 pb foram submetidas a digestdo com Mnll. A digestdo
enzimatica foi preparada com um volume final de 20 pL e realizada na
seguinte condicdo: 10 pL de produto de PCR, 2 uL de tampdo CutSmart
(New England BioLabs/EUA), 1 U de Mnll (5 U/uL; New England
BioLabs/EUA) e 4gua ultra-pura q.s.p 20 pL. A reagio foi incubada por
12 horas a 37 °C e os produtos da digestdo foram observados em gel de
poliacrilamida 12% a 50 V por 8 minutos, acrescido de 200 V por 35
minutos. A identificacdo dos fragmentos foi realizada conforme descrito
no item 4.6 do presente trabalho.

Em todos os experimentos de PCR, foi incluido um tubo de
reacdo sem amostra (agua no lugar do DNA) como controle negativo da
reacdo (O). Em todos os ensaios de digestdo enzimatica e corridas
eletroforéticas foram incluidas trés amostras controle para mutacdo: uma
conhecidamente homozigota para FVL (CPhomo), uma conhecidamente
heterozigota para FVL (CPhetero) e outra conhecidamente sem a
mutacdo (CN).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A confeccdo do banco de dados e a andlise estatistica foram
realizadas com o auxilio do software MedCalc® v18.2.1. Para a
validagdo, foi determina a concordéncia entre os resultados dos exames
através do teste Kappa. A concordancia foi definida segundo os
seguintes valores de Kappa: i) 0 — 0,2: pobre; ii) 0,21 — 0,4: razoavel; iii)
0,41 — 0,6: moderada; iv) 0,61 — 0,8: boa; v) 0,81 — 1,0: excelente
(ALTMAN, 1991). Para a andlise descritiva dos dados, foram estimadas
as frequéncias absolutas e relativas das varidveis categoéricas. As
frequéncias obtidas foram comparadas entre os grupos pelo teste de qui-
guadrado ou teste exato de Fisher. Foi considerado um nivel de
significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 PADR~ONIZACAO DA PCR E DIGESTAO ENZIMATICA PARA
DETECCAO DE FATOR V DE LEIDEN (FV R506Q)

5.1.1 Padronizacéo da PCR

A quantidade de DNA extraido em 200uL de amostra foi, em
média, de 100 + 3,5 ng/uL. A relagdo 260/280 nm obtida foi sempre
superior a 1,8, sendo, dessa forma, o DNA considerado de boa
qualidade.

A solugdo mix do primeiro protocolo experimental de PCR
testado estd apresentada na Tabela 1. A programacdo utilizada no
termociclador foi: 30 ciclos de 40 segundos a 94 °C para deshaturacéo
da fita de DNA, 40 segundos a 57 °C para pareamento dos iniciadores e
2 minutos a 72 °C para extensao da fita.

Tabela 1 - Solugdo mix do primeiro protocolo de PCR para detecgédo de
Fator V de Leiden (FV R506Q).

Reagentes Concentragdo Volume (uL)
Agua ultra-pura - g.s.p. 50 pL
Tampéo 10 X - 5,0
MgCl; (50 mM) 1,5 mM 1,5
Iniciador senso (10 uM) 0,2 uM 1,0
Iniciador antisenso (10 uM) 0,2 uM 1,0
dNTP mix (100 mM) 0,8 mM 0,4
Taq DNA polimerase (5 U/uL; 15U 0,3
Invitrogen/USA)
DNA ~200ng 2,0

g.s.p.- quantidade suficiente para; MgCl, - cloreto de magnésio; dNTP -
desoxirribonucleotideos trifosfatados. Fonte: autora.

Apos a amplificagdo, os produtos da reacdo foram observados em
gel de agarose 2,5% (Figura 10), onde foi possivel detectar a presenca
de uma banda inespecifica com tamanho aproximado de 50 pb. Uma
banda tdo pequena ndo prejudica a visualizagdo da banda referente ao
produto de 220 pb da PCR. Contudo, como os produtos da digestdo
enzimatica podem ter tamanhos tdo pequenos quanto 37 pb, tal banda
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inespecifica pode prejudicar sua observacdo e interpretacdo, sendo
necessario, entdo, aprimorar a reacdo para impedir a formagdo dessa
banda.

Figura 10 - Gel de agarose 2,5% representativo dos produtos da reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se as condiges descritas para
o0 Protocolo 1.

220 pb  m—— - -

S0pb  —
Coluna 1 2 3 45

Coluna 1 — Controle positivo para homozigose; Coluna 2 — Controle positivo
para heterozigose; Coluna 3 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Coluna 4
— Controle negativo para a mutagdo; Coluna 5 — Controle negativo com &gua.
Fonte: autora.

Bandas de tamanho tdo pequeno quanto 50 pb estdo geralmente
relacionadas com a formagdo de dimeros de iniciadores. Neste caso,
deve-se verificar a concentracdo de cada iniciador e, se necessario,
otimizar essas concentragfes (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Assim,
foi realizado um segundo protocolo experimental em que foram testadas
diferentes concentracbes de iniciadores (0,2 uM, 0,16 pM e 0,12 uM
cada). Os demais reagentes da PCR foram utilizados nas mesmas
concentracBes do Protocolo 1. Os produtos da PCR do Protocolo 2
podem ser visualizados na Figura 11. As trés concentragdes de
iniciadores utilizadas evidenciaram as mesmas bandas inespecificas
presentes no Protocolo 1. Entretanto, a modificacdo da concentragdo
para 0,12 uM foi incorporada aos protocolos subsequentes, pois o
produto desejado de 220 pb ainda foi facilmente visualizado com essa
concentracao de iniciador.
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Figura 11 - Gel de agarose 2,5% representativo dos produtos da reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se as condi¢des descritas para
o Protocolo 2.

Coluna 1 2 3 4 56 7 8 910

Coluna 1 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Coluna 2 — Controle
positivo para muta¢do (CP) com 0,2 puM de iniciador; Coluna 3 — Controle
negativo para a mutagcdo (CN) com 0,2 uM de iniciador; Coluna 4 — Controle
negativo com &gua (O) com 0,2 uM de iniciador; Coluna 5 — CP com 0,16 uM
de iniciador; Coluna 6 — CN com 0,16 uM de iniciador; Coluna 7 — O com 0,16
MM de iniciador; Coluna 8 — CP com 0,12 pM de iniciador; Coluna 9 — CN com
0,12 uM de iniciador; Coluna 10 — O com 0,12 pM de iniciador. Fonte: autora.

Em uma nova tentativa de eliminar a formacdo dos dimeros de
iniciadores, foi elaborado um terceiro protocolo experimental, em que
foi adicionado a solugdo mix dimetilsulféxido (DMSO). O DMSO atua
como co-solvente, facilitando a desnaturacdo total das fitas do DNA,
principalmente em sequéncias ricas em guanina e citosina (OLIVEIRA,
2007; SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Dessa forma, no Protocolo 3,
foram utilizadas as mesmas condig¢@es do Protocolo 2, com o0 acréscimo
de DMSO 5% e 10%. Como pode ser observado na Figura 12, quando
foi utilizado DMSO 5%, ainda houve a formacdo de dimeros de
iniciadores. Quando o DMSO foi utilizado na concentracdo de 10%,
houve a formagdo de tais dimeros somente no controle sem DNA,
contudo ocorreu o aparecimento de uma banda inespecifica de tamanho
aproximado de 200 pb. Dessa forma, 0 DMSO néo foi incorporado ao
protocolo de PCR.
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Figura 12 - Gel de agarose 2,5% representativo dos produtos da reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se as condi¢des descritas para
o Protocolo 3.
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Coluna 1 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Coluna 2 — Controle
positivo para mutacdo (CP) com DMSO 5%; Coluna 3 — Controle negativo para
a mutacdo (CN) com DMSO 5%; Coluna 4 — Controle negativo com é&gua (O)
com DMSO 5%; Coluna 5 — CP com DMSO 10%; Coluna 6 — CN com DMSO
10%; Coluna 7 — O com DMSO 10%. Fonte: autora.

Mais uma vez objetivando eliminar os dimeros de iniciadores, a
enzima Taq DNA polimerase da Invitrogen/EUA foi substituida pela
Tagq DNA polimerase da Promega/EUA. Esta Gltima possui um tampao
projetado para aumentar e otimizar a amplificacio de DNA e ja
demonstrou, em outros testes realizados pelo laboratério de biologia
molecular do HU-UFSC, a capacidade de reduzir expressivamente o
aparecimento bandas inespecificas. Dessa forma, foi criado o Protocolo
4 para testar a possibilidade de diferenca entre as duas marcas de Taq
DNA polimerase (Tabela 2).
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Tabela 2 - Solugdo mix do Protocolo 4 de PCR para deteccdo de Fator V
de Leiden (FV R506Q).

Reagentes Concentragéo Volume (uL)
Agua ultra-pura - g.s.p. 50 pL
Tampéo 5 X - 10
MgCl, (25 mM) 1,5 mM 3,0
Iniciador senso (10 uM) 0,12 uM 0,6
Iniciador antisenso (10 puM) 0,12 uM 0,6
dNTP mix (100 mM) 0,8 mM 0,4
Tag DNA polimerase (5 U/uL, 15U 0,3
Promega)
DNA ~ 200 ng 2,0

g.s.p.- quantidade suficiente para; MgCl, - cloreto de magnésio; dNTP -
desoxirribonucleotideos trifosfatados. Fonte: autora.

A utilizacdo da Tag DNA polimerase da Promega/EUA ndo
proporcionou a formacdo de dimeros de iniciadores, contudo também
houve o aparecimento de uma banda inespecifica de tamanho
aproximado de 200 pb (Figura 13). Entretanto, como a banda
inespecifica era fraca, essa modificacdo foi incorporada ao protocolo.
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Figura 13 - Gel de agarose 2,5% representativo dos produtos da reacdo

em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se as condi¢des descritas para
o Protocolo 4.

220 pb

Coluna 1 2 3 4

Coluna 1 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Coluna 2 — Controle
positivo para mutagdo; Coluna 3 — Controle negativo para a mutagdo; Coluna 4
— Controle negativo com agua. Fonte: autora.

Posteriormente, visando eliminar a formacdo do produto
inespecifico de tamanho aproximado de 200 pb, foi proposto o
Protocolo 5, em que foi realizada uma curva de gradiente de temperatura
de pareamento. Tal protocolo foi elaborado baseado no fato de que uma
temperatura de pareamento muito alta pode gerar um fraco anelamento
dos iniciadores, causando baixa amplificacdo de DNA. Ja uma
temperatura muito baixa pode proporcionar um anelamento néo
especifico dos iniciadores, resultando em amplificacBes de segmentos de
DNA desconhecidos (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). A solu¢do mix
utilizada nesse ensaio foi a mesma descrita para o Protocolo 4. As
temperaturas de pareamento testadas foram 56 °C, 58 °C, 60 °C e 62 °C.
As temperaturas de abertura da fita (94 °C) e de extensdo da fita (72 °C)
foram iguais para todas as reagOes. Na Figura 14 estdo representados 0s
produtos de PCR do Protocolo 5. Como pode ser observado, os produtos
inespecificos de tamanho molecular aproximado de 200 pb foram
observados até a temperatura de 60 °C. A temperatura de 62 °C ndo
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proporcionou o aparecimento de tal produto, entretanto a amplificacdo
do produto desejado de 220 pb foi prejudicada. Dessa forma, foi
mantida a temperatura de pareamento de 57 °C, utlizada ja no primeiro
protocolo.

Figura 14 - Gel de agarose 2,5% representativo dos produtos da reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se as condigdes descritas para
o0 Protocolo 5.
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Coluna 1 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Coluna 2 — Controle
positivo para mutacdo (CP) 56 °C; Coluna 3 — Controle negativo para mutacao
(CN) 56 °C; Coluna 4 — Controle negativo com &gua (O) 56 °C; Coluna 5 — CP
58 °C; Coluna 6 — CN 58 °C; Coluna 7 — CP 60 °C; Coluna 8 — CN 60 °C;
Coluna 9 — CP 62 °C; Coluna 10 — CN 62 °C. Fonte: autora.

Novamente com a intencdo de eliminar a formagdo do produto
inespecifico de tamanho aproximado de 200 pb, foi delineado o
Protocolo 6. Nesse protocolo, foram utilizadas concentragfes de cloreto
de magnésio (MgCl,) que variaram de 0,5 mM a 3,0 mM. Apesar de a
concentragcdo de 1,5 mM de MgCI, ser rotineiramente utilizada em
reacdes de PCR, uma concentracdo elevada de magnésio pode ser
responsavel por aumentar ou diminuir amplificacdes inespecificas.
Dessa forma, a concentracdo 6tima de magnésio deve ser determinada
empiricamente para cada combinagdo de iniciadores e DNA molde
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Como resultado, quando o MgCl, foi
utilizado em concentracdo igual ou superior a 2,5 mM, a banda de
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produto inespecifico de tamanho aproximado de 200 pb ndo foi mais
visualizada (Figura 15).

Figura 15 - Gel de agarose 2,5% representativo dos produtos da reacdo

em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se as condi¢des descritas para
o0 Protocolo 6.

200 pb
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Coluna 1 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Coluna 2 — Controle
positivo para mutacdo (CP) com 2 mM de MgCl,; Coluna 3 — Controle negativo
para mutagdo (CN) com 2 mM de MgCl,; Coluna 4 — Controle negativo com
agua (O) com 2 mM de MgCl,; Coluna 5 — CP com 2,5 mM de MgCl,; Coluna
6 — CN com 2,5 mM de MgCl,; Coluna 7 — O com 2,5 mM de MgCl,; Coluna 8
- CP com 3 mM de MgCl,; Coluna 9 - CN com 3 mM de MgCl,; Coluna 10 - O
com 3 mM de MgCl,. Fonte: autora.

O Protocolo 6 foi repetido por trés vezes e em todas as ocasides
obteve-se 0 mesmo resultado. Dessa forma, a técnica de PCR para
detecgdo de FV R506Q foi considerada padronizada. Na Tabela 3
encontra-se descrita a solugdo mix de PCR ap6s a padronizacéo.
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Tabela 3 - Solugdo mix de PCR para detec¢do de Fator V de Leiden (FV
R506Q) ap6s fim da padronizacao.

Reagentes Concentragdo  Volume (uL)
Agua ultra-pura - g.s.p. 50 pL
Tampéo 5 X - 10
MgCl, (25 mM) 2,5mM 5,0
Iniciador senso (10 uM) 0,12 uM 0,6
Iniciador antisenso (10 puM) 0,12 uM 0,6
dNTP mix (100 mM) 0,8 mM 0,4
Tag DNA polimerase (5 U/uL, 15U 0,3
Promega)
DNA ~ 200 ng 2,0

g.s.p.- quantidade suficiente para; MgCl, - cloreto de magnésio; dNTP -
desoxirribonucleotideos trifosfatados. Fonte: autora.

5.1.2 Padronizacédo da digestdo enzimatica

Apos a amplificacdo da sequéncia alvo, 10 pL do produto da
PCR foram digeridos com 1 U da enzima Mnll a 37 °C por 12 horas.
Depois da digestdo foi efetuda uma corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida 12% por 8 minutos sob 50 V mais 35 minutos sob 200 V,
havendo nitida separagdo dos produtos da digestdo enzimética (Figura
16).



68

Figura 16: Gel de poliacrilamida 12% representativo dos produtos da
PCR e da digestdo enzimatica com Mnll.
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Coluna 1 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Coluna 2 — Produto da PCR
do controle positivo homozigoto para mutagdo; Coluna 3 — Produto da digestéo
do controle positivo homozigoto para mutacdo; Coluna 4 — Produto da PCR do
controle positivo heterozigoto para mutacdo; Coluna 5 — Produto da digestdo do
controle positivo heterozigoto para mutacdo; Coluna 6 — Produto da PCR do
controle sem a mutacéo; Coluna 7 — Produto da digestdo do controle sem a
mutacdo. Fonte: autora.

5.2 VALINDAQAO DA PCR E DIGESTAO ENZIMATICA PARA
DETECCAO DE FATOR V DE LEIDEN (FV R506Q)

Considerando que o DNA molde utilizado nas reacbes de
amplificacdo (PCR) é obtido a partir dos leucdcitos presentes nas
amostras coletadas de sangue periférico, um possivel fator limitante para
a deteccdo de FV R506Q é uma baixa contagem de leucécitos. Por
serem doadores clinicamente saudaveis, se esperava que o nimero de
leucocitos dos participantes incluidos nesse estudo estivesse dentro dos
pardmetros de referéncia. Entretanto, a contagem de leucécitos nas
amostras obtidas ndo foi efetuada e, para garantia de que nenhuma
amostra tenha apresentado resultados erréneos em virtude de uma
leucopenia, foram testados os limites de deteccdo do método. Para isso,
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foi selecionada uma amostra de sangue total com 3.800 leucécitos/mm®
(limite inferior do valor de referéncia para adultos). A amostra foi
diluida 1:2 (1.900 leucécitos/mm®) e 1:4 (950 leucdcitos/mm?) com
solucdo fisiologica, e 0 DNA gendmico da amostra pura e das diluicdes
foi extraido, amplificado, e os produtos de PCR foram digeridos
conforme protocolos padronizados anteriormente.

Como pode ser visualizado na Figura 17, todas as concentragdes
de leucdcitos testadas apresentaram bandas de facil visualizacéo,
mostrando que a leucopenia ndo interfere na deteccdo de FV R506Q.

Figura 17 — Gel de poliacrilamida 12% representativo dos produtos da
PCR e da digestdo enzimatica com Mnll utilizando-se amostras com
baixas contagens de leucécitos.
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Coluna 1 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Coluna 2 — Produto da PCR
a partir de amostra com 3.800 leucécios/mm?®; Coluna 3 — Produto da digest&o a
partir de amostra com 3.800 leucécios/mm?®; Coluna 4 — Produto da PCR a partir
de amostra com 1.900 leucécios/mm?®; Coluna 5 — Produto da digestéo a partir
de amostra com 1.900 leucocios/mm?®; Coluna 6 — Produto da PCR a partir de
amostra com 950 leucécios/mm?®; Coluna 7 — Produto da digestdo a partir de
amostra com 950 leucdcios/mm?®. Fonte: autora.

Também com o intuito de avaliar o limite de deteccdo da técnica,
foi realizada uma diluigdo seriada de amostra de DNA de concentragéo
conhecida, sendo que as concentragdes testadas foram: 200 ng, 20 ng, 2
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ng e 0,2 ng de DNA. Conforme pode ser observado na Figura 18, os
produtos da digestdo enzimatica da PCR podem ser facilmente
observados no gel de poliacrilamida 12% quando se utiliza até 2 ng de
DNA molde na PCR.

Figura 18 — Gel de poliacrilamida 12% representativo dos produtos da
PCR e da digestéo enziméatica com Mnll apés diluicdo do DNA.
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Coluna 1 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Coluna 2 — Produto da PCR
a partir de 200 ng de DNA; Coluna 3 — Produto da digestdo a partir de 200 ng
de DNA,; Coluna 4 — Produto da PCR a partir de 20 ng de DNA; Coluna 5 —
Produto da digestdo a partir de 20 ng de DNA; Coluna 6 — Produto da PCR a
partir de 2 ng de DNA; Coluna 7 — Produto da digestdo a partir de 2 ng de
DNA; Coluna 8 - Produto da PCR a partir de 0,2 ng de DNA; Coluna 9 -
Produto da digestdo a partir de 0,2 ng de DNA. Fonte: autora.

Além disso, para otimizar o fluxo desse trabalho, as amostras de
sangue total necessitaram de armazenamento em geladeira ou
congelador para que pudessem ser processadas em conjunto. Da mesma
forma, considerando o custo da realizagdo de uma PCR, também é
vantajoso para a instituicdo que emprega a técnica que O
acondicionamento das amostras seja possivel. Assim, visando assegurar
gue tal armazenamento ndo causaria impacto nos resultados finais, foi
avaliada a robustez da técnica frente ao resfriamento ou congelamento
da amostra de sangue total por longos intervalos de tempo. Para tanto,
as amostras foram resfriadas por 15 e 30 dias, ou congeladas a -20 °C
por 30 e 90 dias. Apos esses periodos, 0 DNA gendmico foi extraido e
as sequéncias alvo foram amplificadas e digeridas conforme o protocolo
padronizado.
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Como pode ser observado nas Figuras 19 e 20, mesmo ap0s 0
resfriamento por 30 dias e o congelamento da amostra por 90 dias, foi
possivel identificar bandas de facil visualizacdo, mostrando que o
resfriamento e o congelamento ndo interferem na deteccdo de FV
R506Q.

Figura 19 - Gel de poliacrilamida 12% representativo dos produtos da
PCR e da digestdo enzimatica com Mnll apds resfriamento das
amostras.
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Coluna 1 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Coluna 2 — Produto da PCR
apos resfriamento da amostra por 15 dias ; Coluna 3 — Produto da PCR apoés
resfriamento da amostra por 30 dias; Coluna 4 — Produto da digestdo ap0s
resfriamento da amostra por 15 dias; Coluna 5 — Produto da digestdo apds
resfriamento da amostra por 30 dias. Fonte: autora.
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Figura 20 - Gel de poliacrilamida 12% representativo dos produtos da
PCR e da digestdo enzimatica com Mnll apds congelamento das
amostras.
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Coluna 1 — Marcador de tamanho molecular 50 pb; Coluna 2 — Produto da PCR
apos congelamento da amostra por 30 dias ; Coluna 3 — Produto da digestdo
apos congelamento da amostra por 30 dias; Coluna 4 — Produto da PCR apds
congelamento da amostra por 90 dias; Coluna 5 — Produto da digestdo apos
congelamento da amostra por 90 dias. Fonte: autora.

Para finalizar a validacdo da técnica para deteccdo de FV R506Q,
0 protocolo padronizado de PCR seguida de digestdo enzimatica foi
realizado 35 vezes, utilizando amostras cujos resultados foram validados
por laboratérios externos que ja possuiam a técnica padronizada e
validada. Dentre as 35 analises, dezoito foram de amostras negativas
para a mutagdo, nove de heterozigotas para a mutacdo e oito de
homozigotas para a mutagéo.

Todos os 35 resultados encontrados foram idénticos aos achados
nos laboratdrios externos. O coeficiente Kappa calculado foi de um (p <
0,001), ou seja, houve 100% de concordancia entre os resultados.

5.3 CUSTO DA TECNICA PADRONIZADA PARA DETECCAO DE
FV R506Q
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O custo médio direto da técnica padronizada para deteccdo de FV
R506Q foi de R$20,24. Na Tabela 4 encontra-se o detalhamento do
custo de cada reagente.

Tabela 4 - Custo médio direto dos reagentes utilizados na deteccdo de
FV R506Q por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) seguida de
digestdo enzimatica.

Reagentes Valor por teste (R$)*
Kit para extragédo 11,00
Taq DNA polimerase Promega/EUA 1,00
Iniciador sense IDT/EUA 0,01
Iniciador antisense IDT/EUA 0,01
dNTP Qiagen/Alemanha 0,53
Enzima MnLI New England Biolabs/EUA 0,81
Gel de poliacrilamida 1,77
Tampdo TBE 1,80
Padrdo de tamanho molecular 50pb 3,30
Brometo de etidio 0,01
TOTAL 20,24

*Valores estimados a partir de orgamentos obtidos em setembro de 2018. Fonte:
autora.

A descoberta da mutagdo FV R506Q, causando resisténcia do FV
a PCa, foi um marco e mudou a compreensdo do fenétipo hereditario da
trombose. O conhecimento sobre a base molecular do TEV relacionado
ao FVL e a interacdo entre a mutacdo e outros fatores de risco genéticos
ou adquiridos expandiu-se nos ultimos 20 anos. A deteccdo laboratorial
do FVL é comumente realizada pela analise de DNA, permitindo a
diferenciacdo entre gen6tipo homozigoto e heterozigoto (CAMPELLO
et al., 2016). Exames como esse, que detectam alteracdes genéticas, tém
sido cada vez mais utilizados na medicina preventiva, permitindo ao
paciente conhecer seu risco potencial de desenvolver determinadas
doencas e, com isso, possibilitando a mudanca de habitos para evita-las.
Um levantamento realizado pelo Salom&oZoppi Diagnosticos (2015)
aponta que a demanda pelos trés principais exames genéticos que
detectam trombofilia — FVL, MTHFR e Muta¢do da Protrombina —
cresceu 72% no primeiro semestre de 2015 em relagdo ao mesmo
periodo do ano anterior.

Desde 21 de dezembro de 2016, vigora em Sdo Paulo a lei n°
16.599, que garante a toda mulher do municipio o direito de realizar o
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rastreamento genético para trombofilia pelo SUS em casos de historico
familiar de trombose ou trombofilia (SAO PAULO, 2016). Ja em
Floriandpolis, o exame para detec¢do de FVL ndo é oferecido pelo SUS.
O laboratdrio de andlises clinicas do HU-UFSC terceiriza a realizacdo
do exame mediante autorizacdo da direcdo do hospital em situacdes
especificas, sendo a despesa custeada pela instituicdo. Assim, fica
evidente a relevancia da técnica para detec¢do de FV R506Q ter sido
padronizada nesse trabalho por um custo médio de R$20,24, valor
expressivamente mais baixo do que o atualmente pago para terceirizacdo
do exame (R$320 a R$400). Dessa forma, a disponibilizacdo da técnica
para utilizacdo pelo laboratério de andlises clinicas do HU-UFSC podera
contribuir para a reducéo de custos da instituicdo e ampliacdo da oferta
do exame para 0s pacientes.

5.4 PREVALENCIA DE FVL EM DOADORES DE SANGUE DE
FLORIANOPOLIS

Uma vez que nenhuma amostra foi excluida do estudo por
presenca de inibidores de PCR, foram incluidos no presente trabalho
400 doadores de sangue. O perfil da populacdo estudada pode ser
observado na Tabela 5. A mediana de idade dos participantes foi de 33
anos (amplitude 18 — 65 anos), havendo uma distribuicdo semelhante em
ambos 0s sexos (56,5% do sexo masculino e 43,5% do sexo feminino).
A grande maioria dos doadores era originaria da Grande Floriandpolis
(74,7%) e se declarou da cor/raga branca (87,7%). Em relacdo ao grupo
sanguineo, houve um predominio do grupo O (48,7%), seguido do A
(37,8%), sendo a maioria RhD positivo (82,5%).
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Tabela 5 - Perfil da populacao estudada (N = 400).

. Frequéncia relativa
Caracteristicas q

(%)

Sexo Masculino 56,5
Feminino 43,5

Mesorregido de Grande Florianoépolis 74,7
origem Vale do Itajai 6,0
Serrana 57

Sul 55

Oeste 5,6

Norte 2,5

Cor/Raca Branca 87,7
Preta 4,8

Parda 6,7

Amarela 0,3

Indigena 0,5

Tipo sanguineo Tipo A 37,8
ABO Tipo B 10,5
Tipo AB 3,0

Tipo O 48,7

Tipo sanguineo Negativo 17,5
RhD Positivo 82,5

Fonte: autora.

Dentre os participantes do estudo, dez (2,5%) eram heterozigotos
para FVL e nenhum homozigoto foi encontrado. A prevaléncia de FVL
¢ bastante varidvel em diferentes populacdes e estudos reportam
frequéncias que variam de 0-15% em individuos saudaveis (HIRA et al.,
2002; REES; COX; CLEGG, 1995; TAMIN; FINAN; ALMAWI,
2002). Estudos epidemiolégicos evidenciam que a prevaléncia de FVL
varia segundo critérios geograficos e étnicos, sendo a mutacdo
extremamente rara ou ausente em paises asiaticos (NASIRUDDIN et al.,
2005) e sulafricanos (HIRA et al., 2002). A maior prevaléncia de FVL é
encontrada em paises do Mediterraneo Oriental, 0 que sugere que a
origem da mutacdo tenha ocorrido nesta regido (HOTOLEANU, 2016;
LUCOTTE; MERCIER, 2001). Na Europa, prevaléncias mais elevadas
sdo encontradas em Portugal (5,0%) (SERRANO et al., 2011),
Alemanha (7,4-12,0%) (ASCHKA et al., 1996; EHRENFORTH et al.,
1999; LICHY et al., 2006; SCHAMBECK et al., 1997; TOTH et al.
2008), ltalia (6,6-9,5%) (DE STEFANO et al., 1999; SOTTILOTTA et
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al., 2009), Polénia (3,5%) (SEREMAK-MROZIKIEWICZ et al., 2010),
Republica Tcheca (10,8%) (PROCHAZKA et al., 2003), Russia (3,6%)
(AVDONIN et al., 2006) e Bulgéria (6,3%) (IVANOV et al., 2009). J&
prevaléncias mais baixas sdo relatadas na Espanha (1,0-3,3%) (AZNAR
et al., 2000; FRANCES et al., 2006; GARCIA-GALA et al., 1997),
Finlandia (2,2%) (HILTUNEN et al., 2007) e Croacia (2,9%)
(ALFIREVIC et al.,, 2010). Na Palestina (SELIGSOHN; ZIVELIN,
1997), Jordania (AWIDI et al., 1999) e em arabes israelenses (ROSEN
et al., 1999), a frequéncia da mutacédo varia de 7,0% a 13,6%. Ja entre o0s
libaneses, foi relatada uma prevaléncia de 15% (TAMIN; FINAN;
ALMAWI, 2002).

Na Ameérica Latina, estudos realizados no Chile e na Argentina
mostraram que o FVL estd presente em heterozigose em 1,25%
(PALOMO et al., 2009) e 2,9% (GENOUD et al., 2000) dos doadores
de sangue, respectivamente.

No Brasil, existem poucos estudos que avaliaram a prevaléncia de
FVL em individuos saudaveis e ndo foram encontrados na literatura
consultada trabalhos que relatassem a frequéncia de FVL no estado de
Santa Catarina. Um estudo evidenciou uma prevaléncia da mutagdo de
2,0% no pais (ARRUDA et al., 1995), semelhante ao encontrado no
presente trabalho, demonstrando que essa mutacdo apresenta, na
populacdo brasileira, frequéncia semelhante a relatada em paises da
Europa. Tal fato pode estar relacionado ao historico de colonizacéo de
Santa Catarina (CORREA, 1999).

A ocupacdo do estado foi iniciada no século XVII, quando
Portugal passou a elaborar uma politica de povoamento e colonizacdo
para o sul do pais. Inicialmente, os trés principais ndcleos fundados
pelos portugueses/agorianos foram S&o Francisco em 1645, Desterro
(Floriandpolis) em 1651 e Laguna em 1676. Ja em meados do século
XIX, sob a influéncia das mudancas econdmicas e materiais decorrentes
do desenvolvimento da cafeicultura no sudoeste do Brasil, iniciou-se
uma nova fase da formacdo territorial e econémica de Santa Catarina. A
necessidade de ampliar a producdo de alimentos para suprimento dos
centros urbanos levou os fazendeiros de café a pressionar o governo
imperial para conceder terras a imigrantes (CORREA, 1999).

Os primeiros imigrantes a chegar ao estado foram os alemaes,
que, por volta de 1850, fundaram a col6nia Blumenau, sendo esta
procedida pelas coldnias Dona Francisca, Brusque e outras. Apés 1870,
uma grande massa de imigrantes Italianos chegou a Santa Catarina, e
estes se estabeleceram principalmente nas regibes de Tubarédo,
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Urussanga, Criciima, Turvo, Concoérdia, Chapecé e Cacador
(CORREA, 1999). Entretanto, no ano de 1836, através do porto de
Desterro, imigrantes da mesma origem ja haviam fundado a primeira
colonia de italianos no Brasil, a Col6nia Nova Italia, localizada no atual
municipio de Sao Jodo Batista (KONS, 2018).

Atualmente, ndo existem dados concretos sobre o ndmero de
descendentes de portugueses, alemaes e italianos em Santa Catarina,
visto que o censo nacional do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) ndo questiona a ancestralidade da populagdo.
Entretanto, estima-se que aproximadamente 35% da populagdo
catarinense seja descendente de alemdes e 45% de italianos. Os
acorianos também deixaram sua heranca genética, principalmente em
cidades litoraneas como Floriandpolis, Imbituba, Itajai e Sdo Francisco
do Sul, contudo, ndo ha estimativas sobre o nimero de descendentes de
portugueses no estado (SANTA CATARINA, 2018).

Dessa forma, Portugal, Alemanha e Italia, paises que apresentam
elevadas taxas da mutacdo FVL (ASCHKA et al., 1996; DE STEFANO
et al., 1999; EHRENFORTH et al.,, 1999; LICHY et al., 2006;
SCHAMBECK et al., 1997; SERRANO et al., 2011; SOTTILOTTA et
al., 2009; TOTH et al. 2008) provavelmente contribuiram para a
disseminacéo da mutagéo no estado.

Na Tabela 6 estdo apresentadas as caracteristicas dos
participantes do estudo segundo a presenca de FVL. Como pode ser
observado, néo foi encontrada associa¢do entre a presenca de FVL e o
perfil geral dos participantes.
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Tabela 6 - Associacdo entre a presenca de Fator V de Leiden (FVL) e as
caracteristicas dos participantes (N = 400).

Presenca de FVL

Caracteristicas Nao Sim p
N (%) N (%)
Sexo
Masculino 220 (97,3) 6 (2,7) 0,821
Feminino 170 (97,7) 4(2,3)
Mesorregido de origem
Grande Florianépolis 290 (97,0) 9 (3,0
Vale do Itajai 23 (95,8) 1(4,2)
Serrana 23 (100,0) 0(0,0) 0,766
Sul 22 (100,0) 0 (0,0
Oeste 22 (100,0) 0(0,0)
Norte 10 (100,0) 0(0,0)
Cor/Raga
Branca 342 (97,4) 9 (2,6)
Preta 19 (100,0) 0 (0,0)
Parda 26 (96,3) 1(3,7) e
Amarela 1 (100,0) 0 (0,0)
Indigena 2 (100,0) 0 (0,0)
Tipo sanguineo ABO
Tipo A 147 (97,3) 4 (2,7)
Tipo B 39(92,9) 3(7,1) 0,189
Tipo AB 12 (100,0) 0 (0,0
Tipo O 192 (98,5) 315
Fendtipo RhD
Negativo 66 (94,3) 4 (5,7) 0,058
Positivo 324 (98,2) 6 (1,8)

Fonte: autora

Assim como no presente estudo, Maalej et al. (2011) também
relatou ndo haver associacdo entre FVL e o0 sexo. No presente trabalho,
ndo foi encontrada associacdo entre a presenca do FVL e a raga/cor dos
participantes, contudo, percebe-se que 0s Unicos grupos que
apresentaram a mutacdo foram os autodeclarados brancos e pardos.
Quando analisado segundo cor/raca, um estudo realizado nos EUA
também demonstrou que existe heterogeneidade de distribuicdo de FVL,
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sendo que a mutagdo foi encontrada em 5,2% dos americanos brancos,
2,2% dos hispanicos americanos, 1,2% dos afro-americanos, 0,45% dos
asiaticos americanos e 1,25% dos nativos americanos (RIDKER et al.,
1997a).

No Brasil, um trabalho realizado por Franco et al. (1999)
encontrou a mutagdo em heterozigose em 2,6% dos caucasianos, 0,6%
dos amerindios e auséncia da mesma nos negros africanos e nos
asiaticos. De forma semelhante, no presente estudo, a frequéncia de
FVL em autodeclarados brancos foi de 2,6%. Em seu estudo, Franco et
al., (1999) ndo incluiram participantes pardos, mas no prasente trabalho
foi encontrado um (3,7%) individuo heterozigoto para FVL entre os
autodeclarados pardos. Segundo o IBGE, ¢ integrada nesta categoria a
pessoa que se declara mulata, cabocla, cafuza, mameluca ou mestiga de
preto com pessoa de outra cor ou raga/grupo (IBGE, 2018).
Considerando que na populacéo estudada ndo foi encontrada a mutagdo
entre os autodeclarados pretos, muito provavelmente a origem do gene
mutante nesse individuo deve-se a mistura de preto com pessoa de
cor/raca branca.

Estudos sugerem que a predominancia de FVL em pessoas da
raca/cor branca pode ser explicada pelo fato desta mutacéo
provavelmente ter ocorrido, ha mais de 10.000 anos, como um evento
Gnico em um ancestral caucasiano europeu comum, cujos descendentes
sdo atualmente portadores caucasianos da mutagcdo que vivem na Europa
e em outros paises. (JADAON, 2011; ZIVELIN et al., 1997).

Interessantemente, apesar de algumas mesorregifes de Santa
Catarina apresentarem forte colonizacdo por parte de paises europeus
com elevada frequéncia de FVL, ndo foi verificada associacdo entre a
presenca da mutacdo e a mesorregido de origem do doador.
Possivelmente, isso se deve ao fato das migracfes europeias para o
estado de Santa Catarina terem ocorrido principalmente durante o século
XIX e, a partir do século XX, o crescimento populacional ter sido
decorrente do crescimento vegetativo do estado e da imigracdo interna
do estado do Rio Grande do Sul, gerando uma populagdo miscigenada,
onde 0s processos migratdrios do século XIX ja ndo influenciavam mais
as caracteristicas de prevaléncia de FVL nas mesorregides. Contudo,
ressalta-se que, neste trabalho, houve uma baixa representatividade de
participantes nascidos em mesorregiGes diferentes da Grande
Floriandpolis, o que pode também ter influenciado nos resultados
obtidos.
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Da mesma forma, a presenca de FVL ndo foi associada ao grupo
sanguineo ABO dos participantes, resultado também encontrado por
Mazoyer et al. (2009). Em relacéo ao fenétipo RhD, apesar de ndo haver
associagdo significativa, houve uma tendéncia (p = 0,058) de que o FVL
esteja relacionado ao fendtipo RhD negativo. Ndo foi encontrada na
literatura pesquisada trabalhos que avaliassem a existéncia de
associacdo entre FVL e fenétipo RhD. Contudo, uma possivel
explicacdo para essa tendéncia é que ambos os genes podem ter sido
introduzidos no estado de Santa Catarina a partir da mesma populagéo,
uma vez que, assim como FVL, o RhD negativo é mais frequente em
paises europeus, e relativamente raro na Asia, em populagdes indigenas
da América e Pacifico, bem como na Africa (FLORES-BELLO et al.,
2018; GARRATTY et al., 2004; LI et al.,, 2009; MAKROO et al.,
2014). Contudo, mais estudos sdo necessarios para compreender a
possivel relacdo entre FVVL e RhD negativo.

5.5 ASSOCIACAO ENTRE A PRESENCA DE FVL E OUTROS
FATORES DE RISCO PARA TROMBOSE

Dentre o0s participantes incluidos nesse trabalho, 91%
apresentaram pelo menos um fator de risco para desenvolvimento de
TEV, sendo que 1,5% tinham mais de 60 anos de idade, 51,2%
possuiam grupo sanguineo nao-O, 62,8% tinham excesso de peso ou
obesidade, 23,0% possuiam histérico familiar de TEV e 44,8% das
mulheres utilizavam contraceptivo oral. Na Tabela 7 estdo apresentadas
as frequéncias de FVL segundo a presenca de fatores de risco para
trombose e, como pode ser observado, também ndo foi encontrada
associacdo entre a presenca de FVL e a existéncia de outros fatores de
risco para TEV.
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Tabela 7 - Associacdo entre a presenca de Fator V de Leiden (FVL) e de
outros fatores de risco para eventos tromboticos (N = 400).

Presenca de FVL

Outros fatores de risco N&o Sim p
N (%) N (%)
Idade
60 anos ou menos 384 (97,7) 9(2,3) 0,716
Acima de 60 anos 6 (85,7) 1(14,3)
Tipo sanguineo ndo-O
Tipo O 192 (98,5) 3(15) 0,230
Tipo ndo-0O 198 (96,6) 7(3,4)
Classificagdo segundo IMC
Peso normal 146 (98,0) 3(2,0) 0.841
Excesso de peso 160 (97,0) 5 (3,0) '
Obesidade 84 (97,7) 2(2,3)

Uso de contraceptivo oral
entre as mulheres (N = 174)

Néo 93 (96,9) 3(3,1) 0,420
Sim 77 (98,7) 1(1,3)

Historico familiar de TEV
Néo 300 (97,4) 8 (2,6) 0,819
Sim 90 (97,8) 2(2,2)

TEV — Tromboembolismo venoso. Fonte: autora

Na Tabela 8 estdo demonstradas as caracteristicas individuais de
cada doador de sangue heterozigoto para FVL. Como pode ser visto,
seis individuos sdo do sexo masculino e quatro do feminino. A maioria é
proveniente da Grande Florianopolis (9) e da cor/raca branca (9). Sete
deles possuem grupo sanguineo ndo-O e seis RhD positivo. Além disso,
um relatou possuir histérico familiar de TEV, e uma das quatro
mulheres utilizava contraceptivo oral. Dentre o0s heterozigotos
encontrados, nove apresentam pelo menos um fator de risco adicional
para desenvolvimento de TEV além da presenca da mutacao.
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Como ja mencionado, todos os portadores de FVL encontrados
nesse estudo apresentaram gendtipo heterozigoto para a mutacéo.
Muitos autores relatam que ha associagao entre as taxas de incidéncia e
recorréncia de TEV e a presenca da mutacdo em homozigose ou
heterozigose (GOHIL; PECK; SHARMA, 2009; HO et al., 2006; JUUL
et al., 2004; KOSTER et al., 1993; KUJOVICH, 2011; ROSENDAAL;
REITSMA, 2009; SEGAL et al., 2009; ZOLLER et al., 1994).

Botero et al. (2016) realizaram um estudo de coorte
retrospectivo que incluiu um ndmero de portadores homozigotos e
heterozigotos para FVL significativamente maior do que estudos prévios
(N = 111 e N = 268, respectivamente). Neste trabalho, os autores
observaram maior prevaléncia de TEV e uma pequena reducdo na
sobrevida dos participantes homozigotos (prevaléncia = 68% e
sobrevida = 56,8 anos) em comparacdo com 0s heterozigotos
(prevaléncia = 54% e sobrevida = 59,5 anos). No entanto, a idade média
dos pacientes no momento do primeiro evento trombdtico e as
incidéncias de TEV secundario ou idiopatico foram semelhantes em
ambos os grupos. Além disso, foi evidenciado que as taxas de
recorréncia de TEV, o tempo para a primeira recorréncia e a prevaléncia
de recorréncia ndo diferiram significativamente entre portadores
homozigotos e heterozigotos da mutagéo. Assim, foi evidenciado que a
profilaxia e 0 manejo no TEV ndo devem diferir de acordo com o
gendtipo da mutacdo FVL (BOTERO et al, 2016). Outros estudos que
também estimaram o risco de desenvolvimento de TEV em portadores
de FVL relataram que os portadores heterozigotos apresentam um
aumento de 3-8 vezes no risco de manifestacdo do primeiro evento
trombético (GOHIL; PECK; SHARMA, 2009; KOSTER et al., 1993;
ROSENDAAL; REITSMA, 2009) e de 3-5 vezes de ocorréncia de
trombose venosa cerebral (DENTALI; CROWTHER; AGENO, 2006)
guando comparados a individuos sem a mutacao.

A expressdo clinica do FVL comumente é resultado da presenca
da mutacdo associada a outros fatores de risco circunstanciais para TEV,
tendo tal combinagdo um efeito supra-aditivo sobre o risco trombdtico
(KUJOVICH, 2010). Dentre os fatores predisponentes para TEV, se
destacam: gravidez, contracep¢do com estrogénio, viagem de longa
distancia, trauma, idade avancada, obesidade e cirurgia. O FVL interage
com esses fatores para aumentar o risco de desenvolvimento de TEV,
sendo que pelo menos 50% dos episodios trombdticos em individuos
com a mutacdo sdo provocados por fatores predisponentes adicionais
(LENSEN et al., 2000a). Em um estudo de coorte com homozigotos
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sintomaticos para FVL (N = 165), o TEV inicial foi associado a fatores
de risco circunstanciais em 81% das mulheres e 29% dos homens, sendo
0S contraceptivos orais e a gravidez os fatores predisponentes mais
comuns em mulheres sintomaticas. Além disso, 0 mesmo estudo relatou
que 13% das cirurgias de grande porte foram complicadas pelo TEV em
portadores de FVL, sugerindo um risco para TEV aumentado em 20
vezes (EHRENFORTH et al., 2004). Outro grande estudo de coorte (N
= 9.253) evidenciou que, em individuos homozigotos para FVL, o risco
absoluto de desenvolvimento de TEV em 10 anos aumenta de 3% para
51% quando ha a associacdo de obesidade, tabagismo e idade avancada
(JUUL et al., 2004).

Dentre as quatro mulheres portadoras de FVL identificadas no
presente trabalho, uma fazia uso de contraceptivo oral. Além disso, a
mediana de idade encontrada nestas participantes foi de 39 anos,
indicando que a maioria ainda estava em idade reprodutiva. O FVL é
encontrado em 20-46% das mulheres com TEV associado a gestacdo
(GERHARDT et al., 2000; HILTUNEN et al., 2007), sendo a mutacdo
responsavel por um aumento de 8-52 vezes no risco trombético durante
a gravidez e o puerpério (POMP et al., 2008; ROBERTSON et al.,
2006). Um estudo evidenciou que gestantes com a mutacdo FVL
apresentam 11,6 vezes mais chance de desenvolver TEV (N = 675) e 0
risco torna-se ainda maior em mulheres com fatores de risco
coexistentes adquiridos ou circunstanciais, como obesidade (75,5
vezes), idade materna avancada (58,1 vezes em mulheres acima de 35
anos) e grupo sanguineo ndo-O (16,3 vezes) (HILTUNEN et al., 2007).
Dados da literatura reportam uma alta prevaléncia de FVL em
heterozigosidade (até 30%) em mulheres com perda gestacional
inexplicada recorrente, em comparacdo com 1-10% dos controles,
sugerindo um aumento de 2-5 vezes no risco para aborto (BRENNER et
al., 1999; GRIS et al, 1999; KUPFERMINC et al, 1999;
MARTINELLI et al., 2000). Além disso, 0 uso de contraceptivos orais
também aumenta substancialmente o risco para TEV em mulheres com
FVL, sendo o gendtipo heterozigoto responsavel por um aumento de até
50 vezes neste risco (BLOEMENKAMP et al., 1995; HUGON-RODIN
et al., 2018). Em um trabalho, a mutacdo em heterozigose foi encontrada
em 20% das mulheres com histéria de TEV durante o uso de
contraceptivo oral (HIRSCH et al., 1996). Um outro estudo (N = 324)
demonstrou que o risco de desenvolvimento de TEV foi quatro vezes
maior em usudrias de contraceptivos orais e oito vezes maior em
mulheres heterozigotas para FVL. No entanto, quando houve a
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associacdo entre os dois fatores, o risco foi aumentado em 30 vezes,
indicando um efeito multiplicativo, em vez de aditivo, sobre o risco
trombotico geral (VANDENBROUCKE et al., 1994). Esse efeito supra-
aditivo também foi confirmado em outros trabalhos, que apontaram uma
chance 11-41 vezes maior para desenvolvimento de TEV na combinacdo
de ambos os fatores de risco (LEGNANI et al., 2002; SIDNEY et al.,
2004; WU et al., 2005).

Sete dos dez portadores de FVL identificados nesse trabalho
possuiam excesso de peso ou eram obesos. O excesso de peso/obesidade
¢ outro fator de risco para desenvolvimento de TEV, e, quando
associado a presenca de FVL, pode elevar substancialmente as chances
de um episddio trombotico, sendo que o risco eleva-se progressivamente
com o aumento do IMC (JUUL et al., 2004; POMP et al., 2007
RIBEIRO et al.,, 2016). Um estudo envolvendo 4.062 individuos
demonstrou que pessoas sem a mutacdo FVL com sobrepeso e
obesidade apresentavam um risco de desenvolvimento de TEV 1,1e 1,9
vezes maior, respectivamente, quando comparadas a pessoas com peso
normal e sem FVL. J& entre os pacicipantes com a mutag&o, o risco foi
elevado para 3,1 vezes nos detentores de sobrepeso e 5,4 vezes entre 0s
obesos (RIBEIRO et al., 2016). Outro trabalho também encontrou dados
semelhantes, indicando um aumento de oito e seis vezes no risco para
TEV em portadores da mutacdo obesos ou com excesso de peso,
respectivamente (POMP et al., 2007). Em outro estudo (N = 9.253), Juul
et al. (2004) demonstraram que o risco absoluto de desenvolvimento de
TEV em 10 anos aumenta de 3% em homozigotos para FVL com peso
normal para cerca de 8% em homozigotos para FVL obesos (JUUL et
al., 2004).

Um dos individuos com FVL encontrado nesse trabalho possuia
idade superior a 60 anos. Dados mostram que o risco de
desenvolvimento de TEV em portadores de FVL eleva-se com a idade.
Um estudo de coorte com 23 anos de seguimento (N = 9.253)
evidenciou que o risco absoluto de desenvolvimento de TEV em 10 anos
é de 3% em individuos homozigotos para FVVL com menos de 40 anos.
Contudo, esse risco eleva-se para mais de 10% na faixa etéria de 40-60
anos e para cerca de 20% naqueles com mais de 60 anos de idade
(JUUL et al, 2004). Ridker et al. (1997) demonstraram que
aproximadamente um terco dos homens com mais de 60 anos com um
evento trombdtico espontaneo inicial apresentava FVL (RIDKER et al,
1997b). Também no estudo de Heit et al. (2005), o risco de TEV foi
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significativamente aumentado entre heterozigotos para FVL com mais
de 60 anos (risco relativo de 3,6) (HEIT et al., 2005).

No presente estudo, sete dentre os dez doadores heterozigotos
para FVL possuem grupo sanguineo ndo-O. Ribeiro et al. (2016) relatou
que individuos do grupo sanguineo ndo-O apresentam duas vezes mais
chance de desenvolvimento de TEV do que aqueles do grupo O e a
associacdo entre grupo sanguineo ndao-O e FVL eleva em 9,1 vezes a
chance de desenvolvimento da doenca quando comparados a pessoas do
grupo sanguineo tipo O sem a mutacdo. De forma semelhante, Morelli et
al. (2005) demonstraram que a chance de TEV eleva-se de forma mais
expressiva (razdo de chance - RC = 23) em portadores de FVL do grupo
sanguineo ndo-O do que naqueles que apresentam isoladamente a
mutacdo FVL (RC = 4,6) ou grupo sanguineo ndo-O (RC = 1,7),
utilizando como base individuos do grupo sanguineo-O sem a mutac&o.
Minano et al. (2008) também apontaram que a presenca concomitante
do grupo sanguineo ndo-O eleva o risco e a severidade do TEV em
portadores de FVL.

Dois dentre os dez heterozigotos para FVL desse trabalho
relataram possuir historico familiar de TEV, contudo, ressalta-se que
essa frequéncia pode estar subestimada uma vez que as informagdes
foram obtidas a partir de questionarios autoaplicados e alguns
participantes podem ndo ter completa compreencdo do que sdo eventos
tromboembdlicos ou podem desconhecer o histérico médico completo
de seus familiares. Ja esta bem estabelecida a importancia da influéncia
genética no risco de TEV (GOHIL; PECK; SHARMA, 2009;
GRANDONE; MARGAGLIONE, 2011; TANG; HU, 2015) e muitos
estudos tem associado o histérico familiar de TEV a um maior risco de
incidéncia e recorréncia da doenca (KELLY et al., 2018; LI et al., 2015;
SUNDQUIST et al., 2015). Um trabalho realizado com 182 individuos
pertencentes a familias trombofilicas evidenciou que a incidéncia de
trombose nos participantes que também eram portadores de FVL foi 3,4
vezes maior do que naqueles apenas com historico familiar de TEV em
parente de primeiro ou segundo grau. Além disso, 0 mesmo trabalho
relatou que a recorréncia de TEV foi 3,7 vezes maior nos portadores da
mutacdo do que nos ndo portadores. Ainda, dentre os participantes
portadores de FVL, 47% dos que possuiam parente de primeiro grau
afetado pelo TEV apresentaram trombose, contra apenas 5% daqueles
gue possuiam parente de segundo grau afetado pela doenca. Os autores
também relataram que, até os 50 anos de idade, 25% dos portadores de
FVL ja havia vivenciado o primeiro evento trombético, contra 7%
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daqueles sem a mutacdo (LENSEN et al., 2000a). Dessa forma, se
ressalta a importancia da triagem para 0s parentes assintomaticos de
individuos com trombofilia genética, objetivando reduzir a ocorréncia
de TEV provocado, uma vez que a profilaxia antitrombotica primaria
pode ser administrada a esses parentes quando expostos a circunstancias
que poderiam potencialmente levar ao desenvolvimento de TEV, como
gravidez, puerpério, cirurgia, imobilizacdo e trauma (DE STEFANO,
ROSSI, 2013).

Como ja mencionado, a associacdo da presenca de FVL a outros
fatores de risco exacerba o risco para desenvolvimento de TEV. Como
pode ser observado na Tabela 8, oito dentre os dez heterozigotos para
FVL apresentam mais de um fator de risco adicional para
desenvolvimento de TEV. Dessa forma, considerando os achados de
Ribeiro et al. (2016), é possivel sugerir que os participantes 108, 121,
354 e 356 possuem 9-12 vezes mais chance de desenvolver TEV quando
comparados a individuos com peso normal e do grupo sanguineo O. Ja o
participante 206 pode apresentar uma chance 30 vezes maior para
desenvolvimento de TEV quando comparado a individuos do grupo
sanguineo O, com peso normal e que ndo fazem uso de contraceptivo
oral (RIBEIRO et al., 2016). Destaca-se ainda que, no decorrer do
presente trabalho, um participante heterozigoto para FVL que possuia
outros dois fatores de risco para TEV entrou em contato com 0s
coordenadores do projeto e relatou ter apresentado um episodio de
internacdo hospitalar por trombose poucas semanas apds a participago
na pesquisa.

Dessa forma, diante da potencializacdo do risco para
desenvolvimento de TEV em algumas pessoas, a solicitacdo do teste
para deteccdo do FVL somente ap0s 0 primeiro evento trombético
poderia ser repensada para alguns individuos. Pesquisar a presenca da
mutacdo naqueles que apresentam associagdo de fatores de risco bem
estabelecidos para TEV, como historico familiar de TEV e uso de
contraceptivo oral, pode ser uma boa estratégia para previnir o primeiro
episodio trombético, uma vez que possibilitard que essas pessoas
utilizem tromboprofilaxia em situages de alto risco ndo evitaveis, como
cirurgia e trauma, e que busquem aconselhamento frente a fatores de
risco modificAveis ou evitaveis, como uso de contraceptivos orais e
sobrepeso. Contudo, deve-se ressaltar que a decisdo médica sobre a
triagem para FVL deve ocorrer de forma individualizada para cada
paciente, considerando quais e quantos fatores de risco para TEV estdo
associados e o possivel impacto dos mesmos no risco trombético.
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6 CONCLUSAO

A compilacdo dos resultados encontrados no presente estudo
permitiu concluir que:

e A prevaléncia de FVL encontrada na populacdo de doadores de
sangue de Floriandpolis foi de 2,5%;
A mutacdo FVL foi encontrada apenas em heterozigose;

e A prevaléncia de FVL encontrada foi semelhante a relatada em
outros estudos brasileiros e europeus;

e A maioria dos portadores da mutacdo incluidos na pesquisa
apresentavam fatores de risco adicionais para desenvolvimento de
TEV.
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APENDICE A — Questionario autoaplicado anexo ao TCLE

Ndmero do
HEMOSC:

1- Idade:

2- Cidade em que
nasceu:

3- Cidade em que
reside:

4- Sexo:
() Masculino

() Feminino

117

5- Cor:

( ) Branca ( )Preta

() Amarela ( )Parda

() Indigena

6- Tipo sanguineo (ABO e RhD):

7- Altura:

8- Peso:

9- Faz uso de pilula anticoncepcional? (Para mulheres)

( )Sim ( )Nao

10- Possui historico de trombose? (Vocé ou familiar)
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() Sim. Quem?

( ) Nao

11- Gostaria de receber o resultado da pesquisa da mutacdo de Fator
V de Leiden por email?

( )Sim
( ) Néo

Email para contato:
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ANEXO A — Aprovagéo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-
UFSC).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE QQW
SANTA CATARINA - UFSC

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titulo da Pecquica: Frevaiéncia de Fator V de Leiden entre doadores de sangue de Fioriandpols
Pecquicador: Ana Carcina Rabelio de Moraes

Area Tematioa:

Verso: 2

CAAE: 54851015.5.0000.0121

inctrtuig 3o Proponents: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

Patr F Fi Prepric

DADOS DO PARECER

Nomero do Parscer: 2.064.334

Aprecentagso do Projeto:

O presente projeto ¢ coordenado pela Profa. Ana Carciina Rabelio de Moraes do Depto. de Andlizes
Clinicas da UFSC. O cbjetivo dessa proposta & determinar a prevaléncia do Fator V Leiden (FVL) em
doadores de sangue de Floriandpails. O FVL & um dos principals ®tores genéficos que predisplem 30
tromboemboisme venoso (TEV). No estade de 2anta Catarina (SC), a prevaléncia do FVL na pepuiaglo
s3udavel & desconhecida. No entanto, considerando-se que 2C possul um histdrco de colonizagSo por
derentes povos que eievadas dessa ¢80, pode-ze esperar que 3
frequéncia dessa seja elevada no estado. Assim, 3z amosras de sangue total anticoagulado com EDTA
serfo coletadas de dosdores de zangue (n = 400) no HEMOSC de Ficriandpelis no periodo de margo de
2017 3 dezembro de 2018, conforme rotina estabelecida pelo senvigo. Uma allqucta da amostra serd
separada & LtIZaca para 3 pesquisa da presenca de FVL peia técnica de reaglo em cadela da poimeraze
seguida pela ansise de polimorfismo ¢o tamanho do fragmento de resriclo (FCR-RFLP). Adclonaimente,
serSo coletados dados do doader, COMO procedancia, cidade de nascimento, tipo sanguinec, pénero, data
de nascimento e histerico familiar de trombose ou AVC. Esses dados serfo coletados atraves de

] pelo logo apos a apiicagSo e assinatura do TCLE.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plabalforma
SANTA CATARINA - UFSC %ﬂl

Comtiruncho do Parecac 2 064 304

Objetivo da Pecquica:
Otjetivo geral

Determinar a prevaléncia de Fator V de Leiden (VL) em doadores de sangue de Florianopolis.

Objetivos especificos

* impiantar a metodoiogis para » oe&c;ﬂo do FVL (FV RS05Q) no Hospkal Universitario da Universidade
Federal de Sants Cxtarina (HUUFSC);

* Avatar 3 prevaléncia do FVL (FV RS0EQ) nos doadores de sanpue do HEMOSC de Florianopoils.
Avallagdo dot Ricooc & Baneficloc:

Ver parecer consubstanciado n. 1.985273,

L] dec cobre a P

Ver parecer consubstanciado n. 1.8985273. As quanto a3 ge S0 foram

Conglderagdec cobre oc Termoc de aprecantagdo obrigatoria:
As adequagles solchadaz peio CEF %oram integraimente atendidas.

Reocmendagdec:

Zem recomendagles adicionals.

Conolucdec ou Pendénolac o Licta de Inadequagdec:

©Os pesquisadores atenderam 3 10033 33 solictagBes do CEPEH e, portanto, este projeto 528 aprovado.

Conclderagdec Finalc a orfiério do CEP:

Ecte par fol noc ntoc abatxo
o Documento Arquivo Fostagem Aor Siuagio]

nformagles Bazicaz| FB_INSOR ES_BASICAC_DO_P | 23/032017 Aceiio
oo Projeto ROJETO_845135 pdt 15:13:35

Outroz *ran_carta_gde_rezposia_so_CEFSH_25| 220032017 |Ana Caroina Rabeic| Aceio

032017 par 151204 lge Morges

TCLE ( Termos de | %ran_tcle_revisade_23032017.paf 220032047 [Ana Caroina Radeic| Acelto
Assentimento ) 15:11:05  |de Moraes
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Auséncis
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Situagdo do Parecer:

Aprovado

Nececcita Apreciagdo da CONEP:

Nio

FLORIANOPOLIS, 15 de Maio ge 2017
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Yimar Correa Neto
(Coordenador)
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ANEXO B — Aprovagcéo pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina
(HEMOSC).
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