Universidade de Brasilia
" Faculdade de Medicina

Pés-graduacdo em Patologia Molecular

Franciele Moraes Amaral

Frequéncia dos polimorfismos nos genes da metileno-tetrahidrofolato redutase
(MTHEFR) e cistationina beta-sintetase (CBS) em pacientes com evento trombético da
rede publica do Distrito Federal/Brasilia e sua relacao com os niveis de acido félico,
vitamina B12 e homocisteina

Brasilia

Julho/2012



Franciele Moraes Amaral

Frequéncia dos polimorfismos nos genes da metileno-tetrahidrofolato redutase
(MTHFR) e cistationina beta-sintetase (CBS) em pacientes com evento trombético da
rede publica do Distrito Federal/Brasilia e sua relacao com os niveis de acido félico,
vitamina B12 e homocisteina

Dissertacdo de mestrado submetida ao Programa
de Pds-graduacdo em Patologia Molecular da
Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia, como requisito para obtencdo de
Titulo de Mestre em Patologia Molecular na
area de concentracdo em Genética.

Orientador: Dr. Cesar Koppe Grisolia

Co-orientadora: Dra. Ana Luisa Miranda Vilela

Brasilia

Julho/2012



“Quando nasci um anjo esbelto

desses que tocam trombeta, anunciou:
vai carregar bandeira.

Cargo muito pesado pra mulher, esta
espécie ainda envergonhada. Aceito

os subterfiigios que me cabem, sem
precisar mentir.
Nao sou tdo feia que ndo possa casar,
acho o Rio de Janeiro uma beleza e

ora sim, ora ndo, creio em parto sem dor.
Mas o que sinto escrevo. Cumpro a sina.
Inauguro linhagens, fundo reinos

— dor ndo é amargura.
Minha tristeza ndo tem pedigree,
Jjd a minha vontade de alegria,

sua raiz vai ao meu mil avo.

Vai ser coxo na vida é maldi¢cdo pra homem.

Mulher é desdobrdvel. Eu sou.”

Adélia Prado



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por iluminar o meu caminho, guiar meus passos € me sustentar

perante todas as dificuldades proporcionando a realizacdo desse projeto.

Ao meu esposo Arthur, por preencher a minha vida com a sua presenga e pela

capacidade de simplificar e solucionar os meus problemas.

As mulheres "desdobrdveis" que Deus colocou na minha vida e que me serviram de

exemplo de forca para que eu superasse todos os obstaculos enfrentados nesse trabalho: minha

mae Zilda, minha co-orientadora Prof®. Dra. Ana Luisa Miranda Vilela e Dra Margarete

Barbosa Daldegan.

A minha co-orientadora Prof®. Dra. Ana Luisa, admiracdo e gratiddo eterna pelo

apoio fundamental em todas as fases desse projeto.

Ao meu orientador Prof. Dr. Cesar Koppe Grisolia agradeco pela confianca e

participacao nesse estudo.

Aos meus familiares e amigos, de quem recebo toda a energia necessdria pra

prosseguir em meu caminhar.

Aos meus afilhados, Davi e Raul, pelo carinho imenso recebido em cada sorriso.

Aos meus amigos de bancada em especial Graciana, Ieler e Lilian pela colaboracao

essencial.

A Prof?. Dra. Maria de Nazaré Klautau por disponibilizar o laboratério de Genética.

Ao Prof Cézar Martins de Sa& (in memorian) pela colaboragdo na compra dos
primers e que um dia ocorra a concretizacao de um sonho compartilhado: a instalagdo de um

laboratdrio de biologia molecular no HBDF para beneficiar os pacientes.



Aos meus pacientes, pela licdo didria de perseveranca.

Aos doadores de sangue e medula 6ssea da Fundacado Hemocentro de Brasilia - FHB,

pela licao didria de solidariedade.

Ao Laboratério Sabin pela colaboragdo com a realiza¢do das dosagens séricas de acido

folico, vitamina B12 e homocisteina.

A CNPq, FAPDF e CAPES pelo suporte financeiro ao desenvolvimento desse projeto.

Aos membros da banca examinadora pela disponibilidade e pelas contribuicdes que

foram enriquecedoras.



RESUMO

Trombofilias sdo definidas como uma predisposicio a trombose devido a alteragdes
hematoldgicas que induzem hipercoagulabilidade sanguinea; podem ser herdadas ou
adquiridas. Elas sdo individualmente caracterizadas por uma grande variabilidade fenotipica,
até quando ocorrem dentro da mesma familia. Embora as trombofilias hereditarias
ocorram, na maioria dos casos, devido a mudancas relacionadas com inibidores fisiolégicos
da coagulacdo ou mutagdes nos genes de fatores de coagulacdo, os niveis elevados de
homocisteina no plasma também podem ser responsdveis por episddios vaso-oclusivos
podendo ser adquiridos (deficiéncias nutricionais de folato e vitaminas B6 e B12) e / ou
causados por fatores genéticos (mutacdes nos genes responsaveis pela expressdo de enzimas
envolvidas no metabolismo intracelular de homocisteina). Nosso objetivo foi investigar a
frequéncia de polimorfismos  Cistationina B-sintetase  (CBS)  844ins68 e
Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) C677T e AI1298C em 85 pacientes
ambulatoriais do Hospital de Base do Distrito Federal com o diagndstico de trombose, de
ambos os sexos (65 mulheres e 20 homens) com idades entre 14-56 anos, além de tentar
compreender a possivel associacdo de polimorfismos como fatores de risco para eventos
trombéticos. Para isso, amostras de sangue foram submetidas a genotipagem por método
baseado em PCR e dosagens séricas de 4cido félico, vitamina B12 e homocisteina. Todos
os marcadores genéticos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Houve diferenca
significativa entre os sexos nos valores séricos de homocisteina, sendo que os homens
apresentaram dosagem mais elevada. Uma correlagdo positiva e significativa também foi
evidenciada entre trombose recorrente e niveis de homocisteina (p= 0,006). Associacio
significativa com o risco de recorréncia foi encontrada para homens (odds ratio (OR) =
4,214, intervalo de confianca de 95% (IC) = 1,180-15,048, p = 0,020), enquanto decréscimo
desse risco foi verificado para as mulheres (odds ratio (OR) = 0,237, intervalo de confianca
de 95% (IC) = 0,066-0,847, p = 0,020). A atividade fisica também foi significativamente
associada com a reducdo do risco de trombose venosa cerebral (TVC) (odds ratio (OR) =
0,531, intervalo de confianca de 95% (IC) = 1,056-8,292, p = 0,035). Analisados
separadamente, cada um dos polimorfismos estudados ndo teve influéncia sobre a
variabilidade da dosagem sérica, porém quando a interacdo dos trés polimorfismos foi
realizada por MANOVA, os resultados foram significativos para homocisteina (p = 0,000).

Nestas andlises de interacdo, houve diferencas entre genétipos CBS DD e ID (p = 0,002); 677



MTHEFR CC e genétipos CT (p = 0,000) e MTHFR 1298 entre AA e AC (p =0,11), sendo que
todos os heterozigotos apresentaram maior valor. Tromboses sdo eventos de etiopatogenia
multigénica e multifatorial, em que o risco de manifestacdo da doenca associado a cada
alteracdo genética isolada é relativamente baixo, contudo a presenga de mutagdes em varios
genes aumenta significativamente este risco. Desta forma, nossos resultados indicam que as
interagdes entre esses polimorfismos podem afetar os niveis séricos de homocisteina, onde a

heterozigose pode ser um indicador de fator de risco para episddios vaso-oclusivos.

Palavras-chave: trombofilias hereditarias, polimorfismos genéticos, homocisteina



ABSTRACT

Thrombophilias are defined as a predisposition to thrombosis due to hematological changes
inducing blood hypercoagulability; they can be inherited or acquired. They are individually
characterized by a large phenotypic variability, even when they occur within the same family.
Although hereditary thrombophilias are, in most cases, due to changes related to physiological
coagulation inhibitors or mutations in the genes of coagulation factors, high levels of plasma
homocysteine may also be responsible for vaso-occlusive episodes and may have acquired
(nutritional deficiencies of folate and vitamins B6 and B12) and/or genetic causes (mutations
in the genes responsible for expression of enzymes involved in the intracellular metabolism of
homocysteine). We aimed to investigate the frequency of the polymorphisms Cystathionine [3-
synthase (CBS) 844ins68 and Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) C677T and
A1298C in 85 outpatients of the Hospital de Base do Distrito Federal with a diagnosis of
thrombosis, of both genders (65 women and 20 men) aged 14-56 years old, and to try to
understand the possible association of such polymorphisms as risk factors for thrombotic
events. For this, blood samples were submitted to genotyping by PCR-based methods and
serum dosages of folic acid, vitamin B12 and homocysteine. All genetic markers were in
Hardy-Weinberg equilibrium. There was significant difference between the genders in the
serum homocysteine values, where the males had a higher dosage. A positive significant
correlation was also evidenced between recurrent thrombosis and homocysteine levels
(p=0.006). A significant association with risk of recurrence was found for man (odds ratio
(OR) =4.214; 95% confidence interval (CI) = 1.180-15.048, p=0.020), while decrease in this
risk was found for women (odds ratio (OR) = 0.237; 95% confidence interval (CI) = 0.066-
0.847, p=0.020). Physical activity was also significantly associated with reduced risk of
cerebral venous thrombosis (CVT) (odds ratio (OR) = 0.531; 95% confidence interval (CI) =
1.056-8.292, p=0.035). Analyzed separately, each one of the studied polymorphisms had no
influence on serum dosage variability, but when the interaction of the three polymorphisms
was performed by MANOVA, results were significant for homocysteine (p=0.000). In these
interaction analyses, there were differences between CBS DD and ID genotypes (p=0.002);
MTHEFR 677 CC and CT genotypes (p=0.000); and MTHFR 1298 AA and AC genotypes
(p=0.11), where all heterozygous had higher values. Thromboses are events of multigenic and
multifactorial etiopathogenesis, where the risk of disease manifestation associated with each

single genetic alteration is relatively low, but the presence of mutations in several genes



significantly increases this risk. Thus, our results indicate that interactions among these
polymorphisms can affect serum levels of homocysteine, where heterozygosis could be an

indicator of risk factor for vaso-occlusive episodes.

Keywords: inherited thrombophilias, genetic polymorphisms, homocysteine
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1. INTRODUCAO

1.1. Hemostasia

Do grego, haimdstasis (hdima — sangue / stdsis — estase), hemostasia significa parada
do fluxo de sangue, ou seja, interrup¢do de sangramentos provenientes de lesdo vascular e
restauracao do fluxo sanguineo normal. O sistema hemostatico é composto por uma sequéncia
de eventos integrados e complexos que envolvem vasos sanguineos, plaquetas, proteinas da
coagulacdo, fibrindlise e anticoagulantes naturais (ZAGO et al., 2001).

O endotélio vascular e as plaquetas sdo os componentes da hemostasia primaria. As
células endoteliais constituem a superficie interna dos vasos sanguineos e sintetizam proteinas
como o coldgeno e fator de von Willebrand (FvW), que formam uma matriz extracelular — o
subendotélio. As plaquetas sdo pequenos fragmentos de células derivados do megacaridcito
(DAVI & PATRONO, 2007). A membrana plaquetdria é coberta por uma variedade de
receptores: integrinas (allbB3, a2p1), receptores com dominios repetidos ricos em leucina
(Glicoproteina Ib/IX/V), receptores acoplados a proteina-G (PAR-1 e PAR-4 receptores de
trombina, P2Y1 e P2Y12 receptores de ADP, TPa e TPP receptores de tromboxano A2),
proteinas pertencentes a superfamilia de imunoglobulinas (Glicoproteina VI) (RIVERA et al.,

2009) (Figura 1).

Colageno _Trombina

Fibrinogénio
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Sinalizagdo
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Figura 1: Principais receptores plaquetdrios e seus ligantes (Adaptado RIVERA et al., 2009)
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O citoplasma das plaquetas contém um sistema tubular denso, citoesqueleto, RNA,
algumas mitocondrias e granulos denominados corpisculos densos (ricos em nucleotideos
ADP e ATP, serotonina, histamina e célcio) e granulos-a (Fator de von Willebrand,
fibrinogénio, Fator V, Fator de crescimento derivado de plaqueta) (RIVERA et al., 2009).

A hemostasia primdria tem inicio quando as plaquetas reconhecem a matriz
subendotelial exposta por uma injdria vascular (THIJS et al., 2012). Os receptores
glicoproteina Ib/IX/V das plaquetas se ligam ao fator de von Willebrand, enquanto os
receptores glicoproteina VI se ligam ao coldgeno, dando inicio a adesdo plaquetaria na parede
do vaso (NUYTTENS et al., 2011). Apds a fase de iniciacdo, ocorre a fase de extensdo com
ativacdo plaquetdria (sinalizacdo intracelular principalmente pela ligacdo entre receptor
Glicoproteina VI e coldgeno) e recrutamento de plaquetas adicionais no local da lesao por
liberagdo de agonistas incluindo o ADP, tromboxano A2, epinefrina e trombina (RIVERA et
al., 2009) . A fase final de estabilizagdo do tampdo plaquetdrio ocorre apds ativacdo das
integrinas, sobretudo a allbPB3 (também conhecida como Glicoproteina IIb/IlIa), que se liga ao
fibrinogénio e ao fator de von Willebrand. A integrina o2B1 ativada conecta-se ao

coldgeno (GIBBINS, 2004) (Figuras 2 e 3).
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Figura 2: Estagios de desenvolvimento do trombo plaquetdrio em um sitio de injdria
vascular (Adaptado GIBBINS, 2004)
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Figura 3: Fase final da formacdo do tampao plaquetario (Adaptado BORISSOFF et al., 2011)

Apos essa sequéncia de eventos, tem inicio a hemostasia secunddria composta pela
interacao entre os fatores da coagulacdo, para formacgdo de fibrina. Esta tltima € responsavel
pelo fortalecimento do tampao plaquetério (ZAGO et al., 2001).

Para explicar essa interag@o entre os fatores da coagulacdo na hemostasia secunddria,
MACFARLANE e DAVIE & RATNOFF propuseram, em 1964, um modelo em
cascata segundo o qual a coagulacdo ocorre por meio de ativacdo proteolitica sequencial
de pr6- enzimas por proteases do plasma, resultando na formacdo de trombina que, entdo,

converte a molécula de fibrinogénio em fibrina (Figura 4).
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Figura 4: Modelo da cascata de coagulag¢do proposto na década de 1960 (Fonte: ZAGO et al.,
2001)

Nesse modelo, a coagulagdo é dividida em uma via extrinseca (envolvendo elementos
do sangue e também elementos que usualmente ndo estdo presentes no espago intravascular),
e uma via intrinseca (iniciada por componentes presentes no espaco intravascular), que
convergem para uma via comum, a partir da ativagdo do fator X (FX). Na via extrinseca, o
fator VII plasmatico € ativado na presenga de seu cofator, o fator tecidual (FT), formando o
complexo fator VII ativado/FT (FVIIa/FT), responsavel pela ativagdo do fator X. Na via
intrinseca, a ativacdo do fator XII ocorre quando o sangue entra em contato com uma
superficie contendo cargas elétricas negativas. Tal processo € denominado "ativacdo por
contato” e requer ainda a presenca de outros componentes do plasma: pré-calicreina (uma
serinoprotease) e cininogénio de alto peso molecular (um cofator ndo enzimético). O fator XII

ativado (FXIIa) ativa o fator XI que, por sua vez, ativa o fator IX. O fator IX ativado, na



21

presenca de fator VIII ativado por tragos de trombina, e em presenga e ions célcio (complexo
tenase), ativa o fator X da coagulacdo, desencadeando a geracdo de trombina e,
subsequentemente, formacgado de fibrina (FERREIRA et al., 2010).

Apesar do conceito da "cascata" da coagulacdo ter representado um modelo bem
sucedido e um avango significativono entendimento da coagulacdo, observacgdes
experimentais e clinicas mais recentes demonstram que a hipétese da cascata nao reflete
completamente os eventos da hemostasia in vivo (HOFFMAN, 2003). Muitos
investigadores reconhecem que o modelo da cascata possui sérias falhas em relacdo ao
modelo fisioldégico da coagulagdo e que as vias extrinseca e intrinseca podem nao operar
como vias independentes e redundantes, como empregado neste modelo (MONROE et
al., 2009; RIDDEL et al., 2007) . Foi reconhecido também, em estudos prévios da
coagulacdo, que as células tém participacdo importante neste processo e que a hemostasia
normal ndo € possivel na auséncia do fator tecidual (FT) associado as células e plaquetas.

O entendimento atual do processo hemostatico considera a inter-relacdo dos processos
fisicos, celulares e bioquimicos que atuam em uma série de estagios ou fases, € ndo em duas
vias (intrinseca e extrinseca) como antes. As fases de iniciacdo, amplifica¢do, propagacio e
finalizacdo, compreendem a atual teoria da coagulagdo baseada em superficies celulares
(FERREIRA et al., 2010).

A coagulacdo € desencadeada pela exposicio do sangue a componentes que
normalmente ndo estdo presentes no interior dos vasos, em decorréncia de lesdes estruturais
(les@o vascular) ou alteracdes bioquimicas (liberacdo de citocinas). Qualquer que seja o
evento desencadeante, o inicio da coagulacdo do sangue se faz mediante expressdo do seu
componente critico, o fator tecidual, e sua exposi¢cdo ao espaco intravascular (FRANCO,
2001). O FT é uma proteina transmembranica ndo expressa constitutivamente nas células
endoteliais, mas presente nas membranas das células ao redor do leito vascular, como células

do misculo liso e fibroblastos (FURIE & FURIE, 2008) (Figura 5).
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Figura 5: Componentes do vaso sanguineo na formac¢do do trombo: coldgeno hemostasia
priméria/ Fator tecidual hemostasia secundaria (Adaptado FURIE & FURIE, 2008).

O fator tecidual funciona como receptor para o fator VII da coagulacdo, ativando-o. O
complexo formado pelo fator VII ativado (FVIIa) e FT tem como substratos principais o fator
IX e o fator X, cuja clivagem resulta na ativagdo de ambos. O FXa, associado com o seu
cofator, FVa (pode ser ativado pelo préprio FXa ou por proteases ndo coagulantes) forma um
complexo denominado protrombinase na superficie da célula que expressa o FT (Figura 6) .
Esse complexo converte pequenas quantidades de protrombina (fator II) em trombina, que sdo
insuficientes para completar o processo de formagdo do codgulo de fibrina, mas sdo de
fundamental importancia para a fase de amplificacdo da coagulacdo (FERREIRA et al.,

2010).
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Figura 6: Fase de iniciacdo da coagulacio (Adaptado BORISSOFF et al., 2011)

A pequena quantidade de trombina produzida na fase de iniciacdo € responsavel por
ativacdo das plaquetas para que sejam expostos 0s receptores e sitios de ligacdo para os
fatores da coagulacdo ativados e liberacao de fibrinogénio e fator V dos granulos-a. Essa
produgdo de trombina promove também a ativagdo dos cofatores FV e FVIII e do Fator XI na
superficie das plaquetas ativadas — fase de amplificacdo (Figura 7). Na fase de propagacio
(Figura 7), a ligacdo entre FIXa e FVIIla forma o complexo tenase que promove a ativagao
do Fator X. Esse aumento na quantidade do FXa juntamente com aumento do FVa forma um
complexo protrombinase mais eficiente na conversdao de grande quantidade de protrombina
em trombina. Esta dltima € responsdvel pela clivagem do fibrinogénio em mondmeros de
fibrina, que polimerizam para consolidar o tampao plaquetério inicial (BORISSOFF et al.,

2011).
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As fases de inicia¢do, amplificagdo e propagacdo da coagulacdo também podem ser

visualizadas na representacao feita por FERREIRA et al. (2010 ) (Figura 8).
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Figura 8: Modelo da coagulacdo baseado em superficies celulares (Fonte: FERREIRA et al.,
2010)

Na fase de finalizacdo, a agdo dos anticoagulantes naturais limita o processo de
coagulagdo evitando a oclusdo trombética do vaso. Essas proteinas que atuam como
anticoagulantes naturais sdo o inibidor da via do fator tecidual, a proteina C, a proteina S e a
antitrombina. O inibidor da via do fator tecidual (TFPI) é uma proteina secretada pelo
endotélio, que forma um complexo quaternario FT/FVIIa/FXa/TFPI que inativa os fatores da

coagulacdo ativados. A proteina C, ativada pela trombina, inibe a coagulacdo clivando e
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inativando os fatores Va e VIIla. Este processo € potencializado pela proteina S que atua
como um cofator ndo enzimdtico nas reacdes de inativa¢do. A antitrombina inibe a atividade
da trombina e outras serino-proteases como FIXa, FXa, FXIa e FXIla (FERREIRA et al.,
2010).

A fibrindlise, outro evento que compdem o sistema hemostitico, tem um papel
importante na dissolucdo do codgulo e na manutencdo do sistema vascular pérvio. O sistema
fibrinolitico (Figura 9) é composto pelo plasminogénio, uma proenzima inativa, que pode ser
convertida a enzima ativa plasmina que degrada a fibrina em produtos de degradacdo soldveis
da fibrina. Dois ativadores de plasminogénio sao identificados no sangue: ativador do
plasminogénio tipo tecidual (t-PA) e o ativador do plasminogénio tipo uroquinase (u-PA). O
controle negativo do sistema fibrinolitico ocorre em nivel desses ativadores mediante agcdo de
inibidores especificos como o PAI-1 (PAI - inibidor do ativador do plasminogénio) e
diretamente sobre os niveis de plasmina através da a2-antiplasmina (RIJKEN & LIJNEN,
2009). O inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI) é capaz de inibir a fibrindlise
por remover residuos de lisina da molécula de fibrina durante o processo de lise do codgulo,

modificando assim o substrato (ZAGO et al., 2001).
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Figura 9: Degradacao da fibrina pelo sistema fibrinolitico. O plasminogénio é ativado pelo
ativador do plasminogénio tipo tecidual (t-PA) ou ativador do plasminogénio tipo uroquinase
(u-PA). Essas enzimas sdo reguladas pelo inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1).
A plasmina degrada a fibrina em produtos soliveis de degradacdo da fibrina (PDF) e é
regulada pela a2-antiplasmina (a2- AP). A trombina ndo somente converte fibrinogénio em
fibrina, mas também ativa o inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI), que inibe a
fibrindlise pela modificacdo do substrato fibrina. (Adaptado RUKEN & LIJNEN, 2009).

1.2. Trombofilia

Trombofilia é a tendéncia em desenvolver trombose venosa, ou ocasionalmente,
arterial (revisado por MIRANDA-VILELA, 2012). A fisiopatologia da trombose é baseada
na triade de Virchow, teoria elaborada pelo patologista alem@o Rudolf Virchow. A triade é
composta por trés categorias de fatores que contribuem para trombose: lesdo endotelial,
alteracdes no fluxo sanguineo e alteracdes nos constituintes do sangue (RASCHE, 2001).

No mecanismo de desenvolvimento do tromboembolismo venoso (TEV), a estase
(alteragcdes no fluxo sanguineo) e o estado de hipercoagulabilidade (alteragdes nos
constituintes do sangue) tém participagdo efetiva (PREVITALI et al., 2011). A trombose
venosa pode ocorrer em qualquer sitio do sistema venoso, sendo a manifestacdo clinica mais
comum a trombose venosa profunda de membros inferiores com ou sem embolismo pulmonar.
A trombose pode também envolver sitios raros como na trombose venosa cerebral, trombose
mesentérica, trombose de membros superiores, trombose retiniana (MARTINELLI et al.,
2008).

A fisiopatologia da trombose arterial difere da venosa e ocorre geralmente apds erosao
ou ruptura de uma placa aterosclerdtica (lesdo endotelial). A isquemia cardiaca e o acidente
vascular cerebral (AVC) sao as manifestagdes clinicas mais severas de aterotrombose

(PREVITALI et al., 2011).

1.2.1. Fatores Desencadeantes

A trombose é uma patologia de cardter multifatorial (em GUIMARAES et al., 2009).
Ela ndo se manifesta somente devido a um simples fator de risco, mas da interacdo entre
fatores de riscos ambientais e genéticos (VOSSEN et al., 2005). E uma doenga multigénica, em
que diferentes mutacdes em diferentes genes interagem entre si € com fatores ambientais para
provocar o evento (MIRANDA-VILELA, 2012). Portanto, em contraste com as doencas

monogénicas, em que mutagdes em um unico gene resultam em doenca, nas doencas
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multigénicas o risco de manifestacdo da doenca, associado a cada alteracdo genética isolada é
relativamente baixo, porém a presenca de mutagdes em VArios genes aumenta
significativamente esse risco (FRANCO, 2001; GUIMARAES et al., 2009).

Os fatores de risco ambientais (adquiridos) para o tromboembolismo venoso diferem
daqueles para trombose arterial. Assim, os principais fatores de risco ambientais para TEV
sdo imobilizacdo, cirurgia, trauma, gravidez, puerpério, doenca maligna e medicamentos
(terapia de reposi¢do hormonal, anticoncepcional oral, tamoxifeno) (ROSENDAAL, 1999),
enquanto aqueles para trombose arterial incluem particularmente hiperlipidemia, tabagismo,
diabetes, hipertensdo e obesidade (GODOQY, 2009). A sindrome do anticorpo antifosfolipide
(SAAF) € outra condicdo adquirida sistémica, de natureza autoimune, e caracterizada por
tromboses recorrentes no sistema venoso, arterial ou ambos, estando também associada com
morte fetal e abortos espontaneos recorrentes (GONCALVES et al., 2010; SANTAMARIA et
al., 2005).

O TEV atinge em média 1 individuo adulto por 1000 habitantes/ano. Em cerca de 40%
dos individuos atingidos € possivel identificar uma trombofilia hereditdria, geralmente em
associacdo a um ou mais fatores de risco ambientais (FONSECA & AMARO, 2008;
FRANCO, 2001). A trombofilia hereditdria é geralmente decorrente de fatores genéticos que
alteram as proteinas envolvidas no processo de coagulacdo sanguinea como a deficiéncia do
anticoagulante natural antitrombina (EGEBERG, 1965), deficiéncia de proteina C e
deficiéncia de proteina S (SCHWARZ, 1984), mutacdo G1691A no fator V (Fator V Leiden)
e mutagao G20210A no gene da protrombina (FONSECA & AMARO, 2008).

No caso da trombose arterial, o papel da trombofilia hereditaria ndo estd bem definido.
Os estudos realizados ndo permitiram estabelecer uma relagdo consistente entre trombofilia
hereditdria e risco de trombose arterial. No entanto, a hiperhomocisteinemia (elevacao
anormal das concentracdes plasmadticas de homocisteina) e a sindrome do anticorpo
antifosfolipide (SAAF) sdo fatores de risco ja documentados (FONSECA & AMARO, 2008).

A hiperhomocisteinemia é um fator de risco misto para trombose, pois pode ser
herdada ou adquirida. Os aumentos nos niveis de homocisteina sdo tipicamente causados por
defeitos genéticos nas enzimas que participam do seu metabolismo, Metilenotetrahidrofolato
Redutase (MTHFR) e Cistationina [-Sintetase (CBS), ou por deficiéncia nutricional de
vitaminas co-fatores como 4cido félico, vitamina B12 (cianocobalamina) e B6 (piridoxina)
(PAPA et al., 2001). A homocisteina tem efeito toxico nas células endoteliais prejudicando a
geracdo de 6xido nitrico e prostaciclina; aumenta a adesdo plaquetdria, ativa fator V, induz a

atividade do fator tecidual e inibe o ativador do plasminogénio tipo tecidual (PREVITALI et
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al., 2011). Deste modo, polimorfismos nos genes da MTHFR e CBS podem influenciar
trombofilias venosas e arteriais, particularmente em individuos jovens (idade inferior a 50

anos) e na auséncia de fatores de riscos ambientais.
1.2.2. Diagnéstico

O rastreio laboratorial para diagnéstico das trombofilias deve ser realizado nos
seguintes casos: pacientes com o primeiro episdédio de TEV antes dos 40-50 anos, pacientes
com trombose recorrente ou trombose espontanea, histéria familiar de trombose venosa
profunda documentada em idade inferior a 50 anos, trombose venosa em local pouco comum
(trombose venosa cerebral, trombose mesentérica, trombose hepatica) (HEIT, 2007).

Apesar dos defeitos trombofilicos poderem causar vdrias complicagdes obstétricas,
como dificuldade para engravidar, gestacdes complicadas, retardo do crescimento fetal,
abortamentos e perdas fetais (revisto em MIRANDA-VILELA, 2012), s6 é recomendado
nesses casos a investigacao laboratorial para SAAF (BATES et al., 2012).

Na investigacdo de trombofilia, devem ser realizados os seguintes exames: hemograma
completo, que permite o rastreio de sindrome mieloproliferativa; investigacdo de SAAF,
dosagem de Proteina C e S e Antitrombina; resisténcia a proteina C ativada e Factor V Leiden;
mutacdo G20210A do gene da Protrombina; dosagem de homocisteina, dcido fdlico,
vitaminas B12 e B6 (FONSECA & AMARO, 2008).

Na investigacdo de SAAF, € realizada a pesquisa de anticoagulante lipico, anticorpo
anticardiolipina e anti-B2glicoproteinal, porém para o diagndstico ndo € necessario
positividade nos trés exames. O diagndstico € realizado na presengca do quadro clinico
(trombose venosa ou arterial e/ou abortamento/perda fetal) juntamente com um dos exames
laboratoriais positivos. O exame deverd ser confirmado através de repeticio em um intervalo
de no minimo doze semanas (GIANNAKOPOULOS & KRILIS, 2009).

As proteinas C e S estdo diminuidas no evento agudo e durante o uso de
anticoagulantes orais (inibidores de vitamina K), portanto sé deverdo ser dosadas apds um
periodo de no minimo seis semanas apds o evento ou suspensao da medica¢do (HEIT, 2007).
A proteina S pode estar diminuida também na gestacdo e durante tratamento hormonal
(FONSECA & AMARO, 2008). Outro anticoagulante natural que pode estar diminuido no
evento agudo é a antitrombina que pode ter seus niveis diminuidos também pelo uso de
heparina. Uma vez alterado, o exame de dosagem de proteina C ou S ou antitrombina deve ser

repetido para confirmacgdo (HEIT, 2007).
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Os exames de pesquisa genética como o Fator V Leiden e mutagdo no gene do Fator 11
ndo sofrem as influéncias acima, podendo ser realizados em qualquer momento. Para
dosagem sérica de homocisteina, dcido félico e vitaminas B12 e B6, a coleta de sangue total

deve ser realizada em jejum (FONSECA & AMARO, 2008).

1.2.3. Tratamento

O tratamento da trombose venosa aguda € realizado com heparina nio fracionada ou
heparina de baixo peso molecular seguida por anticoagulante oral (inibidores de vitamina K)
(VANES et al., 2011). Comumente, a heparina de baixo peso molecular é preferida devido a
maior facilidade no manuseio uma vez que ¢é administrada por via subcutinea sem
necessidade de monitorizacdo laboratorial. A heparina ndo fracionada tem via de
administracdo endovenosa por infusdo continua com requisi¢do de manejo da dose de acordo
com o exame de TTPa (Tempo de Tromboplastina Parcial ativada) (BATES & GINSBERG,
2004).

A dose do antagonista de vitamina K deve ser ajustada de acordo com o INR alvo
(indice internacional normalizado) que deve estar entre 2,0 e 3,0 (BATES & GINSBERG,
2004). Com o surgimento dos novos anticoagulantes orais, os inibidores de vitamina K podem
ser menos utilizados no futuro, uma vez que as novas op¢des nao requerem monitorizagao
laboratorial. A dabigatrana, um inibidor direto da trombina, € administrada como uma pro-
droga, o etexilato de dabigatrana (VANES et al., 2011). Outra nova op¢do aos antagonistas de
vitamina K ¢ a rivaroxabana, um inibidor do Fator Xa (BAUERSACHS, et al., 2010).

Em geral, a duracdo da anticoagulacdo ¢ de trés a seis meses. Para os casos de
episodios recorrentes ou espontaneos a anticoagulagcao pode ser realizada por um ano (SNOW et
al., 2007). Para os pacientes com diagndstico de SAAF a anticoagulacio deve ser perene devido
ao alto risco de recorréncia (GIANNAKOPOULOS & KRILIS, 2009).

Nos pacientes com diagndstico de deficiéncia dos anticoagulantes naturais a
anticoagulacdo perene deve ser considerada em caso de trombose recorrente, um evento
trombdtico com risco de vida ou histérico familiar significante de trombose. Em caso de um
simples evento trombdtico (sem risco de vida), a duragdo da anticoagulacdo deve ser de seis
meses a um ano. Em casos de gravidez ou cirurgia deve ser realizada anticoagulacdo

profilatica. O uso de estrégenos deve ser evitado (GREER et al., 2009).
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Nos pacientes em que apds o primeiro evento trombdético for identificado heterozigose
no Fator V Leiden ou heterozigose para a mutagdo no gene da protrombina deverdo ser
tratados como os pacientes sem trombofilia. Nos pacientes em que houver a presenca de dupla
heterozigose ou homozigose deverdo ser considerados para anticoagulacdo perene assim
como 0s pacientes que apresentarem trombose recorrente ou um evento com risco de vida.
Assim como na defici€éncia dos anticoagulantes naturais, anticoagulacdo profildtica deve ser
administrada em situagdes de risco para trombose e o uso de estrégenos também deve ser
evitado (GREER et al., 2009).

A continuidade da anticoagulacio deve sempre ser avaliada entre o risco de
sangramento com a medicacdo e o beneficio em relacdo ao risco de recorréncia do evento
trombético. D-dimero alterado detectado na dosagem realizada um més apds o término da
anticoagulacdo tem uma significante incidéncia de recorréncia do TEV (PALARETI, et al.,
2006). Porém, o D-dimero deve ser analisado em conjunto com os fatores de risco clinico
como o sexo e idade (BAGLIN et al., 2008 e COSMI et al., 2010).

Recentemente, foi realizado um estudo que elaborou o DASH score para avaliar a
recorréncia do evento trombotico: D-dimero +2, idade < 50 anos +1, sexo masculino +1, uso
de hormdnio no momento do TEV -2. O estudo sugere que pacientes com DASH menor ou
igual a um tem um risco de recorréncia baixo o suficiente para justificar a suspensdo da
anticoagulacdo apds 3 a 6 meses de tratamento. Pacientes com DASH maior ou igual a dois
tem um risco de recorréncia maior que pode justificar a continuidade da anticoagulagdo.

Outro método que parece estabelecer o risco de recorréncia € a avaliagdo de trombose
venosa residual pelo ultrassom cuja presenca confere um risco maior de repeti¢do do evento.
Entretanto, nem os niveis de D-dimero nem a trombose residual sdo métodos precisos para
predizer que pacientes apresentardio TEV apds o término do tratamento anticoagulante

(SINESCU et al., 2011).

1.3. Homocisteina e polimorfismos nos genes da MTHFR e CBS

A homocisteina (Hcy) € um pequeno aminodcido sulfidrilico formado durante o
metabolismo da metionina. E inicialmente derivada da desmetilacio da metionina; a partir
dai, a metabolizacdo segue uma de duas vias: remetilacdo ou transulfuracdo. O ciclo de
remetilacdo € catalisado pelas enzimas metionina sintetase (MS — EC 2.1.1.13) e

metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR — EC 1.5.1.20). Neste ciclo, a homocisteina é
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reciclada a metionina, adquirindo um grupo metil doado pelo metiltetrahidrofolato, processo
que utiliza folato e vitamina B12 como co-fatores. No ciclo da transulfuracdo, a homocisteina
condensa-se com a serina para formar cistationina, numa reacdo catalizada pela enzima
cistationina [-sintetase (CBS — EC 4.2.1.22), que usa vitamina B6 como co-fator. A
cistationina € subsequentemente hidrolisada a cisteina (BYDLOWSKI er al, 1998;
CARDOSO, 2009; PERSUHN et al., 2006; SACHDEYV, 2004) (Figura 10). A deficiéncia na
conversdao da homocisteina em cistationina constitui fator de risco para doengas vasculares,
incluindo a doenca arterial coronariana, o tromboembolismo venoso e o acidente cerebral

vascular (BONINI-DOMINGOS, et al., 2005).

CICLODA CICLO DO
METIORINA FOLATO

Dieta alimentar

~

Metionina
Tetrahidrofolato
VIA DE ~
ACAQ
\ Vit. B12 Metionina Sintetase MTHFR
L 5-metil Tetrahidrofolato
Homocisteina
VIA DE . . A .
TR;‘ENSUL]:'URRI;?&OI Vit. B6 \I{ Cistationina B-sintetase

Cistationina

l

Cisteina

Figura 10: Metabolismo da Homocisteina (Adaptado de CARDOSO, 2009)

A hiperhomocisteinemia é um fator de risco independente para trombose venosa e
arterial (PAPA et al., 2001). Sua patogénese € complexa, uma vez que varidveis genéticas e
ambientais interagem para determinar os niveis plasméticos de Hcy (BUCHANAN et al.,
2003; FRANCO, 2001; MARCUCCI et al., 2003). A Hcy plasmatica total em jejum varia de
5 a 15 uM/L no adulto normal, sendo considerada hiperhomocisteinemia grave aquela acima
de 100 uM/L. O defeito genético leva a manifestacdo clinica de homocistintria € o quadro
adquirido tem associacdo com eventos obstrutivos coronarianos e vasculares periféricos,
inclusive retinianos (MISAWA et al., 2008).

Virias formas de hiperhomocisteinemia sdo causadas por defeitos genéticos ou nao

genéticos, ou ainda pela combinagdo de ambos (PERSUHN et al., 2006) e a extensdo exata da
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herdabilidade desse traco permanece questionavel (BUCHANAN et al., 2003).
Aproximadamente 5% da populac@o geral exibem niveis mais altos do que os normais de Hcy
e a prevaléncia no meio de pacientes que apresentam trombose venosa é de cerca de 10%
(BUCHANAN et al., 2003). Causas adquiridas incluem defici€ncias nutricionais de vitamina
B6, vitamina B12 ou folato, idade avancada, insuficiéncia renal cronica e uso de antifélicos
(FRANCO, 2001; PERSUHN et al., 2006). Defeitos genéticos envolvem defici€ncias das
enzimas MTHFR e CBS, de heranca autossomica recessiva, sendo, portanto, um erro inato do
metabolismo da homocisteina (BYDLOWSKI et al, 1998; DUQUE & MELLO, 2003;
FRANCO, 2001; MARCUCCI et al., 2003; PERSUHN et al., 2006). Logo, deficiéncias
hereditarias ou adquiridas, tanto na via de remetilacdo quanto na via de transulfuracdo da Hcy,
resultam em niveis plasmaticos elevados deste aminodcido e na sindrome clinica da
hiperhomocisteinemia ou homocistiniria (BYDLOWSKI er al., 1998; FRANCO, 2001;
MARCUCCI et al., 2003; PERSUHN et al., 2006).

Virias mutacdes nos genes da MTHFR e CBS ja foram identificadas. Na maioria das
vezes sdo mutacdes raras, cujas consequéncias clinicas manifestam-se apenas em homozigose,
condi¢do em que os pacientes apresentam quadro clinico complexo, caracterizado por déficits
neuroldgicos variados, retardo psicomotor, convulsdes, doenga arterial prematura e TEV
(FRANCO, 2001). Em contraste com a raridade desses defeitos, duas mutagdes de sentido
trocado nos genes da MTHFR (C677T e A1298C) e da CBS (G919A e T833C) e uma
inser¢do de 68 pb no gene da CBS (844ins68) sdo prevalentes e portanto, merecem destaque
para o aumento do risco TEV e de doenca arterial prematura (FRANCO, 2001; MARCUCCI
et al., 2003; OMIM +236200).

A anormalidade genética mais comum no metabolismo da homocisteina € uma
substituicdo no nucleotideo 677 (C677T) no gene que codifica a enzima MTHFR, tornando-a
cerca de 50% menos ativa (SACHDEV, 2004). O gene da MTHFR estd localizado no
cromossomo 1p36.3 e o polimorfismo C677T € encontrado em aproximadamente 12% da
populacdo em geral, com variacdes entre 5% a 18% (TONETTI et al., 2003). A transi¢do de
uma citosina (C) para uma timina (T) no nucleotideo 677 resulta na substituicdio de uma
alanina (GCC) por uma valina (GTC) na posicdo 222 (Ala222Val) e gera uma variante
termolabil da enzima (FROSST et al., 1995). A homozigose 677TT tem sido associada com
reducdo da atividade da MTHFR, dos niveis plasmaticos de folato e elevacdo das
concentracdes plasmdticas de Hcy (hiperhomocisteinemia leve e moderada). No entanto, seu
papel como fator de risco para TEV e doenca cardiovascular ainda € controverso (FRANCO,

2001; FROSST et al., 1995; PERSUHN et al., 2006; TONETTI et al., 2003).



34

O gendtipo termoldbil (677TT) tem sido associado com niveis mais elevados de Hcy,
mas nem sempre com doenca trombdtica. Adicionalmente, muitos pacientes homozigotos
apresentam niveis normais de Hcy no plasma e ja foi demonstrado que a expressao fenotipica
de MTHFR ¢ fortemente dependente da disponibilidade do folato, sugerindo que homozigotos
para o gendtipo termolabil podem ter uma exigéncia mais elevada do folato do que individuos
com o gendtipo selvagem (677CC). Uma explicagdo possivel € que muitos estudos
envolveram grande nimero de pacientes com niveis de folato adequados e, consequentemente,
com concentracdes normais de Hcy (MAKRIS, 2000).

Um segundo polimorfismo genético do gene da MTHFR - A1298C - resulta na
substituicdo de glutamato (Glu ou E) por alanina (Ala ou A) na posi¢ao 429 da enzima
(Glu429Ala ou E429A). E observado em aproximadamente 10% dos individuos e tem sido
associado com reducdo da atividade enzimdtica (TONETTI et al., 2003). No entanto,
isoladamente, tal polimorfismo ndo conduz a uma deficiéncia enzimadtica severa e ndo parece
estar associado a hiperhomocisteinemia ou a niveis plasmaticos reduzidos de folato. Por outro
lado, a combinacdo em heterozigose de ambos os polimorfismos da MTHFR (C677T e
A1298C) conduz a caracteristicas similares aquelas observadas nos homozigotos 677TT, e tem
sido associada a atividade enzimadtica reduzida, diminuicdo dos niveis de folato no plasma e
hiperhomocisteinemia (FRANCO, 2001; VAN DER PUT et al., 1998).

O gene para CBS esté localizado no cromossomo 21g22.3 e ja foram identificadas mais
de 130 mutagdes para esse gene. A maioria delas € de sentido trocado, levando a substitui¢do
de um aminoacido (Genetics Home Reference, 2008; CBS Mutation Database, 2009). Duas
dessas mutacdes ocorrem no €xon 8 e merecem destaque por terem sido identificadas como
prevalentes em casos clinicos de homocistindria: G919A e T833C. A transi¢cdo G919A resulta
na substituicdo de uma glicina (G) por uma serina (S) na posicdo 307 da proteina (G307S),
enquanto a transicdo T833C resulta na substituicdo de uma isoleucina (I) por uma treonina (T)
no cédon 278 (1278T) (HU et al., 1993; TSAI et al., 1996; OMIM +236200). Adicionalmente,
outra mutagdo comum no éxon 8, que envolve uma insercdo de 68 pb (844ins68), foi
encontrada co-segregando em cis com a mutacdo CBS T833C. Isoladamente esta mutacao ndo
parece influenciar os niveis de Hcy ou o risco de TEV, mas em combinagdo com a mutacio
MTHFR C677T pode conduzir ao aumento de risco de eventos tromboembdlicos.
Apesar de frequente em vérias populacdes, a mutacdo CBS 844ins68 tem revelado grande
variabilidade étnica e geogrifica (FRANCO er al., 1998; FRANCO, 2001; FRANCO &
REITSMA, 2001; TSAI et al., 1996).
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A deficiéncia homozigética de CBS € rara, sendo sua incidéncia estimada em 1 em cada
344.000 nascimentos (OMIM +236200). No entanto, sua deficiéncia heterozigbtica €
relativamente comum e conduz a moderada elevacdo de Hcy, estando presente em 1 a cada 300
individuos (SACHDEV, 2004). Pacientes homozigotos para a deficiéncia de CBS
desenvolvem a cléssica sindrome de homocistintria, incluindo doenga vascular prematura e
tromboembolismo, retardo mental e anormalidades esqueléticas (BYDLOWSKI et al., 1998).
A expressividade € varidvel para todos os sinais clinicos. Duas variacdes fenotipicas sdo
reconhecidas, homocistintria responsiva a vitamina B6 e homocistiniria ndo-responsiva a
vitamina B6, sendo esses fendtipos relacionados, respectivamente, as mutagdes [278T

(T833C) e G307S (G919A). A homocistintiria responsiva a vitamina B6 € tipicamente, mas

nem sempre, mais suave do que a variagdo nao-responsiva (KRAUS ez al., 1999).
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2. JUSTIFICATIVA

Os pacientes que apresentam trombose em idade jovem, trombose venosa em local
pouco comum, histérico familiar de trombose, trombose recorrente ou trombose espontanea
devem ser submetidos a investigacdo etioldgica. A principio, o resultado dessa investigacdo
ndo altera o tratamento no evento agudo, porém € de extrema importancia para o seguimento
do paciente (HEIT, 2007).

A importancia na defini¢do etioldgica do TEV consiste em, sempre que possivel,
retirar os fatores de riscos ambientais quando identificados. Nas trombofilias hereditérias,
como ndo ha a possibilidade de anular a susceptibilidade genética, o paciente deve ser
orientado a ndo exposi¢ao aos fatores de riscos ambientais para trombose. Nos casos em que a
exposicdo € inevitdvel deverdo ser avaliados em relacio a administracdo de anticoagulante
profilatico para evitar novos episddios de trombose.

Tendo em vista que: as tromboses sdo eventos de etiopatologia multigénica,
constituindo na atualidade uma das causas mais comuns de morbimortalidade (FRANCO,
2001; RAMOS et al., 2006) e que a presenca de mutacdes em varios genes aumenta
significativamente o risco de sua ocorréncia, principalmente quando combinadas com fatores
de risco adquiridos (FRANCO, 2001; GUIMARAES et al., 2009); é de grande importancia a
realizacdo de estudos que possam contribuir para uma melhor compreensdo da interacdo
genotipo/ambiente na variabilidade das manifestagdes fenotipicas dessas doencas. Tal
compreensdo poderd fornecer subsidios para um tratamento em longo prazo mais

individualizado e, consequentemente, mais eficaz dos portadores de trombofilias.
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3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os fatores preditivos de trombose através da
andlise dos polimorfismos nos genes MTHFR (C677T e A1298C) e Cistationina B-sintetase
(844ins68 e T833C) e das dosagens de homocisteina, 4cido félico e vitamina B12 em
pacientes com diagndstico de trombose, com posterior investigacdo de uma possivel
associacdo entre tais polimorfismos com a alteracdo dessas dosagens e a variabilidade clinica

da trombose.
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4. MATERIAIS E METODOS

A andlise molecular dos polimorfismos estudados neste trabalho foi realizada no
Laboratério de Genética do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia
(UnB). As dosagens de homocisteina, acido félico e vitamina B12 foram realizadas no
Laboratério Sabin.

O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica da Secretaria de Estado da Satde do
Distrito Federal (Anexo 1) e da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (Anexo
2). Para a realizacdo desta pesquisa foi elaborado um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) de acordo com as normas da resolu¢do 196/96 do Conselho Nacional de
Saide (CNS) (Anexo 3). O TCLE foi lido e assinado pelos voluntdrios previamente a sua
participacdo nesta pesquisa, na presenga dos pesquisadores responsdveis. No momento da
anamnese, foi preenchido pelos pesquisadores um questiondrio sobre hdébitos de vida,
histérico familiar de trombose e doengas cardiovasculares, existéncia de infec¢do/inflamacao
e demais informacdes relevantes a investigacdo (Anexo 4). Os voluntédrios foram devidamente
informados sobre o direito de solicitar qualquer informagao durante a realiza¢do do trabalho,
bem como, de abandonar a pesquisa a qualquer momento, se assim desejar, bastando para isso
comunicar a decisdo aos pesquisadores responsaveis.

Os voluntdrios participantes foram provenientes da Rede Hospitalar Publica do
Distrito Federal, atendidos no servico ambulatorial do Nucleo de Hematologia ¢ Hemoterapia
(NHH) do Hospital de Base da Secretaria de Estado de Saidde do Distrito Federal. Os

participantes foram selecionados conforme os critérios de inclusdo/exclusao.

4.1. Selecao dos pacientes

Para a realizacdo da pesquisa foram selecionados 85 pacientes com diagndstico de

trombose, em tratamento na Rede Hospitalar Pablica do Distrito Federal.
4.1.1. Critérios de Inclusdo

Foram incluidos na pesquisa pacientes entre 14 e 56 anos com diagndstico de
trombose. O diagnéstico da trombose foi realizado por profissional médico da especialidade
correspondente ao local acometido, sendo as tromboses venosas cerebrais e acidente
vascular cerebral diagnosticados pela neurologia, as tromboses venosas profundas pela cirurgia

vascular, os casos de embolia pulmonar pela pneumologia.
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4.1.2. Critérios de Exclusdo

Os pacientes portadores de neoplasia, doengas mieloproliferativas, sindrome nefrética,
sindrome do anticorpo antifosfolipide, imobilizacdo prolongada e os pacientes incapazes de
compreenderem os termos do TCLE foram excluidos da pesquisa. Para tal, foram realizadas

pesquisas em prontudrio médico e anamnese.

4.2. Coleta de amostra de sangue periférico

Ap6s a aceitagdo dos voluntdrios em participar da pesquisa, a anamnese € a assinatura
do TCLE, foi realizada pun¢do venosa com a coleta de dois tubos de sangue periférico (~4
mL/tubo), utilizando-se agulhas descartdveis estéreis e tubos Vacutainer devidamente
identificados com o nimero da amostra. Os tubos utilizados foram um contendo EDTA e o
outro sem anticoagulante, ambos submetidos a centrifugacdo a 1.500 rotacdes por minuto
(rpm) durante 10 minutos.

O tubo sem anticoagulante foi encaminhado ao Laboratério Sabin para as dosagens de
acido folico, vitamina B12 e homocisteina logo apds a coleta. A fracao leucocitaria formada no
tubo com EDTA de cada amostra, foi transferida para um microtubo de 2 mL previamente
enumerado. A esta aliquota, cuidadosamente removida com a ajuda de uma pipeta Pasteur, foi
acrescentado aproximadamente igual volume de solug¢do tampdo de estocagem de eritrdcitos

(0,0598 M citrato trisédico; 0,02 M NaH2PO4, 0,0197 M Na2P0O4, 40% de glicerol, pH 7,1).

Apds homogeneizacdo, as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C.

4.3  Dosagens de Acido Félico, Vitamina B12 e Homocisteina

As dosagens de &cido fdlico, vitamina B12 e homocisteina foram realizadas no
Laboratério Sabin. A metodologia de quimioluminescéncia foi utilizada para os trés exames.
Os dois primeiros foram realizados no aparelho Siemens Centaur XP, com uso do Kit VB12
para a dosagem de vitamina B12 e Kit Folate (FOL) para dosagem do &cido félico. A dosagem
de homocisteina foi realizada no equipamento Siemens - Immulite 2000 XPI - com

o Kit Homocysteine.
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4.4  Extracio de DNA

A partir da fragdo leucocitdria previamente armazenada, a extracdo de DNA foi
realizada por kit Blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), de acordo com as

especificacdes do fabricante. O DNA extraido foi congelado a -20°C.

4.5  Estudo molecular (genotipagem) das mutacoes MTHFR C677T e A1298C;
CBS 844ins68 e T833C

A genotipagem foi realizada por meio de amplificacdo dos fragmentos de DNA por
meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction),
seguida de corte com enzimas de restricdo (exceto CBS 844ins68). Os iniciadores
(primers) e as referéncias dos protocolos utilizados na amplificacdo do

DNA/genotipagens estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncia de iniciadores (primers) e enzimas de restricao utilizadas nas anélises dos
polimorfismos dos genes MTHFR e CBS

Localizacao Enzima
Gene/Mutacio A s Sequéncias dos primers (iniciadores) de Referéncia
cromossomica e
restricao
MTHFR C677T

5’-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’
Sense 1p36.3 Hinfl Yi, et al., 2002
5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’

Antisense

MTHFR

A1298C
5’-CAAGGAGGAGCTGCTGAAGA-3’

1p36.3 Mboll Yi, et al., 2002

Sense 5’.CCACTCCAGCATCACTCACT-3"

Antisense

CBS 844ins68
Sense _

Antisense 5-GTTGTTAACGGCGGTATTGG-3'

21q22.3 Dutta et al.,

CBS T833C 5 GTTGTCTGCTCCGTCTGGTT-3' 2005

Sense Bsrl

Antisense
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Para ser amplificado, o DNA extraido foi quantificado e diluido para uma
concentracdo de 40 ng/uL. Os iniciadores foram diluidos com dgua miliQ esterilizada para uma
concentracdo de uso de 50 uM utilizando-se para base de cédlculo a quantidade de nanomoles

obtidos na sintese destes (dados fornecidos pelo fabricante).

4.5.1 Genotipagem MTHFR C677T e A1298C

As condi¢des da mistura que foi realizada para a reacio de PCR da MTHFR

encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Condi¢des da mistura para reagdo de PCR da MTHFR

Reagente Quantidade por tubo (uL)
Agua milli-Q 18,69

Tampao 10X 3,67

dNTP 10mM (concentracao final de 0,2 mM de cada) 0,5

MgCl, 50mM (concentragao final de 1,5 mM) 0,6

Primers C677T (sense e antisense) (concentragdo final de 0,3 uM - 0,15 (de cada)

primers F e R misturados)

Primers A1298C (sense e antisense) (concentragdo final de 0,5 uM - 0,25 (de cada)

primers F e R misturados)

Taq (2,5U) 0,25

Total do Mix 24,11

DNA (40 ng) 1 pL (amostras diluidas para
40 ng/uL)

Ap6s a mistura pipetada em microtubo previamente enumerado € homogeneizada com o
DNA correspondente ao nimero identificado no microtubo, foi acrescentada uma gota de 6leo
mineral para evitar a evaporacdo dos reagentes. O microtubo foi entdo fechado e
colocado no termociclador MJ PTC-100 (MJ. Research Inc., Waltham, MA 02451 USA).

Para MTHFR, as condicdes da PCR envolveram uma desnaturacdo inicial do DNA a
95°C por 8 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificacdo a 95°C por 1 minuto, 63°C por 1

minuto (anelamento), 72°C por 1 minuto (extensdo) e uma extensdo final a 72°C por 7 minutos.
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Os produtos amplificados da MTHFR, de 198 (loco 677) e 128 (loco 1298) pb, foram
digeridos com as endonucleases Hinf I e Mbo II nas condi¢des apresentadas nas Tabelas 3 e 4.

As duas reacdes foram encubadas a 37°C por 4 horas.

Tabela 3: Quantidade dos reagentes empregados na digestdo do produto da PCR da MTHFR
C677T

Reagente Volume por tubo (uL)
Agua mili-Q 13,4

Tampao 10X 1,0

Hinfl 0,1

Total do Mix 14,5

Produto da PCR 5,0 (sem residuo de 6leo)
Volume final 19,5

Tabela 4: Quantidade dos reagentes empregados na digestao do produto da PCR da MTHFR
A1298C

Reagente Volume por tubo (uL)
Agua mili-Q 8,15

Tampido 10X 1,0

Mboll 0,1

Total do Mix 9,25

Produto da PCR 5,0 (sem residuo de 6leo)
Volume final 14,25

Os produtos de PCR e os fragmentos de restricdo foram visualizados apés eletroforese
em gel de poliacrilamida 6% ndo-desnaturante a 150 mV (20-30 mA) durante 2 horas e

colorag@o com nitrato de prata (Figura 11).
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CCTTCT AA CC AC

~— 139 bp

198 bp —»
175 bp —»

-«— 100 bp

-«— 72 bp

128 bp —» —onhp

Figura 11: Genotipagem MTHFR C677T e A1298C (Fonte YI et al., 2002). A amplificagao
por PCR gerou dois fragmentos, de 198 pb e 128 pb, relativos, respectivamente, aos locos 677
e 1298. (A) MTHFR C677T: o produto amplificado do gendtipo 677CC permaneceu com 198
pb, visto que o alelo selvagem ndo apresenta o sitio de restri¢do para enzima Hinfl (Y1 et al.,
2002). A substitui¢do, ao criar um sitio de restricdo, gerou os fragmentos 175 pb e 23 pb
(este ultimo ndo retido no gel). Assim, o genétipo 677CT foi determinado pela presenca de
duas bandas, de 198 e 175 pb, enquanto o gendtipo 677TT, de uma banda de 175 pb. (B)
MTHEFR A1298C: o gendtipo 1298AA foi definido pela presenga de uma tinica banda de 72
pb; o gendtipo 1298AC, pela presenca de duas bandas, de 100 e 72 pb; e o gendtipo 1298CC
pela presenca de uma unica banda de 100 pb. O fragmento de 28 pb ndo foi retido no gel. As
bandas de 139 e 59 pb presentes em todos os gendtipos foram decorrentes da digestdo do
fragmento de 198 pb (loco 677) pela enzima Mboll.

4.5.2 Genotipagem CBS 844ins68 e T833C

A reacdo de PCR foi realizada conforme as condi¢des mostradas na Tabela S.



44

Tabela 5: Condi¢des da mistura para reagdo de PCR da CBS

Reagente Quantidade por tubo (uL)

Agua milli-Q 16,2

Tampao 10X 2

dNTP 10mM (concentragdo final de 0,2 mM) 0,4

MgCl, 50mM (concentragdo final de ImM) 0,4

Primers (sense e antisense) (2,0 UM de cada primer) 0.4 de cada

Taq (1 U) 0,2

Total do Mix 20

DNA (75-100 ng) 2 uL (amostras diluidas para 40 ng/uL)

As condi¢des da PCR da CBS envolveram uma desnaturacio inicial do DNA a 93°C por
3 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificagdo a 94 °C por 45 segundos, 58°C por 40 segundos
(anelamento), 72°C por 40 segundos (extensdao) e uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

O produto da PCR foi visualizado em gel de poliacrilamida 6% ndo-desnaturante apds 2
horas a 150 mV (20-30 mA). Dois tipos de fragmentos foram obsevados: 171 pb, se alelo
selvagem, e 239 pb, se alelo mutante (Figura 12-A). Visto que a mutacdo T833C segrega em
cis com a 844ins68, para sua andlise o produto da PCR da CBS foi submetido a digestdo pela

enzima Bsrl (Tabela 6).

Tabela 6: Quantidade dos reagentes empregados na digestdo do produto da PCR da CBS
844ins68/T833C

Reagente Quantidade por tubo (uL)
Agua milli-Q 18,9

Tampido 10X 2,5

BsrI (1U) 0,6

Total do Mix 22 ul

Produto de PCR 3

Volume final 25ul
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O produto da digestao foi administrado em gel de poliacrilamida 6% ndo-desnaturante a
150 mV (20-30 mA) durante 2 horas. A interpretacdo da digestdo e a genotipagem foram

realizadas conforme a Figura 12-B.

239 pb
171 pb

130 pb
109 pb

Figura 12: Genotipagem CBS 844ins68/T833C. (A) Produto da PCR: 171 pb alelo selvagem
e 239 pb alelo mutante. (B) Produto da restricao Bsr I: digestdo da banda 239 pb em uma banda
de 130 e outra de 109 pb.

4.6 Analises estatisticas

4.6.1 Estatistica de populagoes

Os marcadores genéticos utilizados foram submetidos ao teste de probabilidade de

aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) pelo método convencional do qui-

quadrado (Xz), o qual serve para verificar se uma distribui¢cdo observada de dados ajusta-se a
uma distribuicdo esperada (tedrica) (CALLEGARI-JACQUES, 2008). Os p-valores foram
estimados pelo programa Genepop on the web versdo 4.1 (http://genepop.curtin.edu.au),
sendo p>0,05 considerado em EHW. O mesmo programa foi usado para calcular as
frequéncias alélicas e genotipicas de cada loco, os parimetros de diversidade genética tais
como heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e coeficiente de
endogamia intrapopulacional (FIS), e testar um possivel desequilibrio de ligacdo entre os

locos da MTHFR e CBS.
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4.6.2 Diferencas entre sexo, faixa etdria, cor da pele e gendtipos de MTHFR e
CBS nas dosagens séricas de dcido folico, vitamina B12 e homocisteina

As andlises estatisticas foram realizadas usando o programa SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) versio 15.0. As varidveis continuas foram testadas para a
distribuicado normal com o teste de Shapiro-Wilk. As diferencas entre os sexos nas dosagens
séricas de dcido fdlico, vitamina B12 e homocisteina foram avaliadas pelo teste de Mann-
Whitney (dados ndo normalizados). Os individuos foram estratificados por idade, de acordo
com a sua inclusao em um dos seguintes grupos: adolescentes (15-19 anos), adultos jovens
(20-40 anos) e adultos de meia idade (41-56 anos), seguindo os critérios de idade para os
valores de referéncia de parametros bioquimicos: para fins clinicos alguns valores de
referéncia sdo diferentes para idades até 19 anos de idade (FREIRE ef al., 2008). Possiveis
diferencas entre as dosagens séricas por faixa etdria, cor da pele e gendtipos de cada
marcador genético foram investigadas pelo teste de Kruskall Wallis, seguido pelo teste de
Mann Whitney (para as comparacdes 2-a-2). Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Testes ndo paramétricos sao mais apropriados quando (1) ndo se conhece a
distribuicao dos dados em uma populagdo, (2) quando a distribuicdo é assimétrica e nao se
deseja realizar uma transformagdo dos dados, e (3) quando a distribuicdo € gaussiana em
alguns grupos e assimétrica em outros. Sdo, portanto, testes de aplicacdo mais ampla do que
os paramétricos (CALLEGARI-JACQUES, 2008), sendo os mais comuns, (1) o teste de
Mann-Whitney (MANN & WHITNEY, 1947), usado para comparar as funcles de
distribuicdo de uma varidvel em duas amostras independentes, e (2) o teste de Kruskall-
Wallis (KRUSKAL & WALLIS, 1952), usado quando existem mais de dois grupos a serem
comparados. Enquanto o teste de Mann-Whitney € a alternativa ndo paramétrica para o teste T
para amostras independentes, o teste de Kruskall-Wallis é a alternativa ndo paramétrica para

ANOVA one way (CALLEGARI-JACQUES, 2008).

4.6.3 Testes de correlacoes/associacies

O teste do (X2) ¢ também adequado para verificar se existe associacdo entre duas

varidveis qualitativas, sendo entdo chamado de teste x2 de associacdo (CALLEGARI-

JACQUES, 2008). Assim, possiveis associagOes entre sexo/grupo etdrio, sexo/cor da pele e

grupo etdrio/cor da pele foram avaliadas pelo teste do xz, enquanto correlacdes entre estas
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varidveis e as dosagens de 4cido félico, vitamina B12 e homocisteina foram avaliadas pelo
teste de correlagdo de Spearman. O mesmo teste foi usado para verificar possiveis
correlacOes entre trombose arterial ou venosa e entre trombose recorrente ou ndo e tais
dosagens. O coeficiente de correlacio de Spearman exige que as varidveis tenham sido
medidas pelo menos em escala ordinal, para que os valores possam ser ordenados e pode
também ser empregado quando varidveis quantitativas nao apresentam distribui¢cdo bivariada
normal. O coeficiente de Spearman varia entre —1 (correlacdo perfeita negativa) e +1
(correlacao perfeita positiva) (CALLEGARI-JACQUES, 2008). Os testes foram realizados
usando o programa SPSS versdao 15.0 e valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

4.6.4 Interacdo entre os polimorfismos C677T e AI1298C da MTHFR e 844ins68
da CBS nos valores das dosagens séricas de dcido folico, vitamina BI2 e
homocisteina

Possiveis interacdes entre os polimorfismos genéticos nos resultados das dosagens
séricas de acido folico, vitamina B12 e homocisteina foram avaliadas através de analise de
variancia multivariada (MANOVA), usando o programa SPSS versdo 15.0. Valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Consideramos para essas andlises
os dados como normais (a violacdo desta hipdtese implica em uma pequena perda da
significancia, podendo assim ser desconsiderada), e a varidncia das observacdes constante.
Esta foi verificada no SPSS pelos gréficos de dispersdo versus nivel com o teste de Levene.
Este teste mede a igualdade de varidncias para um par de variacdes e seu uso ¢é
particularmente recomendado porque € menos afetado por desvios da normalidade (HAIR et
al., 2007).

A andlise multivariada é importante para estudar se em conjunto as varidveis (neste
caso, os polimorfismos genéticos estudados) podem demonstrar diferenca. Essa diferenca
pode ser evidenciada pelo acimulo de diferencas das varidveis individuais ou por diferencas
existentes entre combinacdes dessas varidveis (PONTES, 2005). A MANOVA (andlise de
variancia multivariada) pode ser aplicada neste caso uma vez que € robusta as violacdes da
normalidade multivariada e as violagdes de homogeneidade das matrizes de variancia—
covariancia, se os grupos forem aproximadamente do mesmo tamanho (RIBAS & VIEIRA,

2011).
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4.6.5 Odds Ratio

O Odds Ratio (OR) com intervalo de confiangca de 95% (IC) foi calculado para se
estimar o risco de recorréncia de desenvolver trombose venosa profunda (TVP),
tromboembolismo pulmonar (TEP), trombose venosa cerebral (TVC) ou acidente vascular
cerebral (AVC), usando-se o programa SPSS. Os p-valores foram gerados pelo teste do qui-
quadrado de Pearson, sendo p<0,05 considerados significativos. Para este teste foram usados
dados sobre sexo, grupo etdrio, cor da pele, atividade fisica, evento familiar de problema
cardiovascular ou trombose antes dos 50 anos, intervencdo cirdrgica e uso de anticoncepcional

(mulheres).
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil da amostra de pacientes

A amostra foi composta por pacientes brancos, pardos e negros de ambos os sexos e de

faixa etaria entre 14-56 anos (Tabelas 7, 8 ¢ 9).

Tabela 7: Frequéncia da distribuicao por sexo dos pacientes analisados

Mulheres Homens
N(%) N(%)
65(76,5) 20(23,5)

Tabela 8: Frequéncia da distribuicao por faixa etdria dos pacientes analisados

14-19 anos 20-40 anos 41-56 anos
N(%) N(%) N(%)
6(7,1) 59(69,4) 20(23,5)

Tabela 9: Frequéncia da distribuicao por cor da pele dos pacientes analisados

Branca Parda Negra
N(%) N(%) N(%)
32(37,6) 40(47,1) 13(15,3)

O perfil da amostra de pacientes (grupo total e sexos) em relagdao a evento familiar de
problema cardiovascular ou trombose antes dos 50 anos, intervengdes cirdrgicas, atividade
fisica e uso de anticoagulante da coleta dos exames € mostrado na Figura 13; o uso de
anticoncepcional durante o evento e aborto no sexo feminino na Figura 14; o tipo de
trombose (venosa ou arterial) e recorréncia na Figura 15; e os tipos especificos de trombose

na Figura 16.
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Figura 13: Perfil da amostra de pacientes no grupo total (A) e por sexos (B) quanto a evento familiar de problema cardiovascular ou
trombose antes dos 50 anos, intervengdes cirtrgicas, atividade fisica e uso de anticoagulante na coleta dos exames.
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Figura 14: Perfil da amostra de pacientes do sexo feminino quanto a uso de anticoncepcional
durante o evento e aborto.
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Figura 15: Perfil da amostra de pacientes quanto ao tipo de trombose (venosa ou arterial) e
recorréncia
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Figura 16: Perfil da amostra de pacientes quanto ao tipo especifico de trombose.

Dois pacientes tiveram TVP+TEP ao mesmo tempo.
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5.2  Estatistica de populacoes

As distribui¢des dos gendtipos da CBS 844ins68 (p=0,7155), MTHFR C677T
(p=0,2832) e MTHFR A1298C (p=0,2602) encontraram-se de acordo com o esperado, ndo
havendo desvio no Equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 10). Em relacdo ao
polimorfismo CBS T833C, que segrega em cis com a inser¢do de 68 pb no exon 8, todos os
individuos portadores da inser¢do também eram portadores do alelo C (mutante), sendo sua
frequéncia idéntica aquela do alelo I do polimorfismo CBS 844ins68 (0,1765). Sendo assim,
nao foi possivel testar o polimorfismo CBS T833C para o EHW. Nenhum desequilibrio de
ligacdo foi encontrado entre os locos CBS 844ins68 e MTHFR C677T (p=0,81597), CBS
844ins68 e MTHFR A1298C (p= 0,223910) ou MTHFR C677T e MTHFR A1298C
(p=0,093130) e as distribuicdes genotipicas entre os locos testados sdo mostradas nas Tabelas

11,12 e 13.
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Tabela 10: Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos CBS 844ins68, MTHFR C677T e MTHFR A1298C, dados de
diversidade genética e teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) em pacientes analisados

Niimero de Niimero Coeficiente de T;f)te
Marcador Frequéncias Genétivos  individuos de Heterozigosidade Heterozigosidade Endogamia EHW
genético/Alelos alélicas P observados individuos observada (Ho) Esperada (He) Intrapopulacional (
esperados (Fis) P
valores)
CBS 844ins68
D 0,8235 DD 58 57,5740
I 0.1765 D 24 24.8521 0,2824 0,2907 0,0345 0,7155
II 3 2,5740
MTHFR
Ce677T
C 0,7294 CcC 43 45,1243
T 0.2706 CT 38 337515 0,4471 0,3948 -0,1267 0,2832
TT 4 6,1243
MTHFR
A1298C
A 0,7412 AA 49 46,5976
CC 8 5,5976

p<0,05 indica desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg. Os dados foram gerados pelo programa estatistico Genepop on the web versao 4.1 (http://genepop.curtin.edu.au).



Tabela 11: Tabela de contingéncia para o teste de desequilibrio genotipico entre os locos
CBS 844ins68 e MTHFR C677T

MTHFR C677T
Total
CBS CcC CT TT
844ins68
DD 28 27 3 58
ID 14 9 1 24
1 1 2 0 3
Total 43 38 4 85

p=0,81597 (http://genepop.curtin.edu.au)

Tabela 12: Tabela de contingéncia para o teste de desequilibrio genotipico entre os locos
CBS 844ins68 e MTHFR A1298C

MTHFR A1298C Total
ota
CBS AA AC ccC
844ins68
DD 30 23 5 58
D 17 5 2 24
I 2 0 1 3
Total 49 28 8 85

p=0,223910 (http://genepop.curtin.edu.au)

Tabela 13: Tabela de contingéncia para o teste de desequilibrio genotipico entre os locos
MTHEFR C677T e MTHFR A1298C

MTHFR A1298C Total
ota
MTHFR AA AC cC
C677T
CC 20 17 6 43
CT 25 11 2 38
TT 4 0 0 4

Total 49 28 8 85

p=0,093130 (http://genepop.curtin.edu.au)

55



56

5.3  Frequéncia de distribuicao dos polimorfismos da MTHFR e CBS no
grupo total e por sexo

Para a CBS 844ins68, foi mais frequente a presenca do alelo selvagem em homozigose
(68,2%), sendo 51,8% nos pacientes do sexo feminino e o restante no sexo masculino. A
heterozigose foi observada em 28,3% dos pacientes e o alelo mutante em homozigose em
3,5% (Tabela 14). Visto que todos os individuos portadores da inser¢ao de 68 pb no exon 8
da CBS também foram portadores do alelo C (mutante) do polimorfismo CBS T833C, a
frequéncia dos genétipos heterozigoto (CO) e homozigoto (CC) da CBS T833C nido foi
mostrada na Tabela 14, por ser a mesma apresentada, respectivamente, pelos individuos ID
e II do polimorfismo CBS 844ins68. O mesmo raciocinio foi feito para as demais analises
realizadas, onde apenas os dados do polimorfismo CBS 844ins68 foram apresentados.

Para os outros marcadores estudados, MTHFR C677T e A1298C, a frequéncia foi
também maior para o genétipo sem mutacdo, 50,6% e 57,6% na populagdo total sendo 40% e
44,7% nas mulheres, respectivamente. A presenca de heterozigose foi de 44,7% para
MTHFR C677T e 32,9% para MTHFR A1298C enquanto que a homozigose para mutagdo

foi de 4,7% para o primeiro marcador e de 9,4% para o tltimo (Tabela 14).

Tabela 14: Frequéncia da distribui¢do no grupo total e por sexo dos gendtipos dos
polimorfismos CBS 844ins68, MTHFR C677T e MTHFR A1298C nos pacientes analisados

Marcador Genético Grulfl)z)%’l)‘otal M];\??Oges HI:I)?;/:)H >
CBS 844ins68
DD 58(68,2) 44(51,8) 14(16,4)
ID 24(28,3) 19(22,4) 5(5,9)
II 3(3,5) 2(2,3) 1(1,2)
MTHFR C677T
CcC 43(50,6) 34(40,0) 9(10,6)
CT 38(44,7) 28(32,9) 10(11,8)
TT 4(4,7) 3(3,5) 1(1,2)
MTHFR A1298C
AA 49(57,6) 38(44,7) 11(12,9)
AC 28(32,9) 20(23,5) 8(9,4)

CC 8(9.4) 7(8,2) 1(1,2)
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54  Frequéncia de distribuicio dos polimorfismos da MTHFR e CBS por
faixa etaria e cor da pele

A frequéncia de distribuicdo dos gendtipos acima também foi avaliada para os

diferentes grupos de faixa etdria e cor da pele conforme ilustrado nas Tabelas 15 e 16.

Tabela 15: Frequéncia da distribui¢do por faixa etdria dos polimorfismos CBS 844ins68,
MTHFR C677T e MTHFR A1298C nos pacientes analisados

Marcador Pacientes
Genético 14-19 anos 20-40 anos 41-56 anos
N(%) N(%) N(%)
CBS 844ins68
DD 4(4,7) 41(48,2) 13(15,3)
ID 2(2,3) 15(17,6) 7(8,2)
1 0(0,0) 3(3,5) 0(0,0)
MTHEFR C677T
CC 1(1,2) 30(35,3) 12(14,1)
CT 4(4,7) 28(32,9) 6(7,1)
TT 1(1,2) 1(1,2) 2(2,3)
MTHFR A1298C
AA 4(4,7) 32(37.6) 13(15,3)
AC 2(2,3) 20(23,5) 6(7,1)

CC 0(0,0) 7(8,2) 1(1,2)
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Tabela 16: Frequéncia da distribui¢do por cor da pele dos polimorfismos CBS 844ins68,
MTHFR C677T e MTHFR A1298C nos pacientes analisados

Pacientes
Marcador Genético Branca Parda Negra
N(%) N(%) N(%)
CBS 844ins68
DD 22(25,9) 28(32,9) 8(9,4)
ID 8(9.,4) 11(12,9) 5(5,9)
II 2(2,3) 1(1,2) 0(0,0)
MTHFR C677T
CcC 16(18,8) 16(18,8) 11(12,9)
CT 15(17,6) 21(24,7) 2(2,3)
TT 1(1,2) 3(3,9) 0(0,0)
MTHFR A1298C
AA 17(20,0) 25(29,4) 7(8,2)
AC 12(14,1) 11(12,9) 5(5,9)
CcC 3(3,5) 4(4,7) 1(1,2)

5.5 Diferencas entre sexo, faixa etaria, cor da pele e genétipos de MTHFR e
CBS nas dosagens séricas de acido félico, vitamina B12 e homocisteina

Com o uso do Teste de Mann-Whitney foi formulada a hipétese nula de que as
dosagens de dcido fdlico, vitamina B12 e homocisteina da populacdo seriam as mesmas
para os dois grupos: mulheres e homens. O resultado obtido foi de que essa hipétese sé foi
aceita para o 4cido félico (p=0,075) e vitamina B12 (p=0,419). Para as dosagens de

homocisteina houve diferenca entre mulheres e homens (p=0,000) (Tabela 17).
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Tabela 17: Dosagens séricas de Acido félico, Vitamina B12 e Homocisteina dos pacientes
analisados, no grupo total e por sexo

Dosagens séricas

Grupo Acido félico Vitamina B12 Homocisteina
(ng/mL) (pg/mL) (micromol/L)
Total 10,07 £ 0,53 471,61 £31,98 8,62 +£0,72
Mulheres 10,45 £ 0,60 433,50 £ 16,17 7,23 £0,24
Homens 8,81 1,15 600,00 £ 126,83 13,30 + 2,86
p-valores 0,075 0,419 0,000

ng/mL= nanogramas por mililitro; pg/mL= picogramas por mililitro, micromol/L= micromol por litro. Os dados
correspondem a média + EPM (erro padrdo da média). Os p-valores foram gerados pelo teste de Mann-Whitney
nas comparagoes entre 0s sexos.

Pelo teste de Kruskall Wallis, ndo foi observada diferenca entre as dosagens de 4cido
félico, vitamina B12 e homocisteina e faixa etdria. Quando realizado o mesmo teste para as
dosagens e cor da pele, também ndo foi encontrada diferenca entre os grupos. Todos os
valores de p foram maiores que 0,05 (Tabelas 18 e 19). Resultado igual foi obtido também
com o uso do teste de Kruskall Wallis para as dosagens séricas e marcadores genéticos

individualmente analisados (Tabela 20).

Tabela 18: Dosagens séricas de Acido f6lico, Vitamina B12 e Homocisteina dos pacientes
analisados, por faixa etaria

Dosagens séricas

Faixa etaria Acido félico Vitamina B12 Homocisteina
(ng/mL) (pg/mL) (micromol/L)
14-19 anos 9,48 £2,52 471,17 £ 63,57 7,60 + 1,25
20-40 anos 9,79 + 0,63 445,29 +£21,49 8,64 £ 1,01
41-56 anos 11,11 £ 1,11 552,11 £122,71 8,88 £ 0,68
p-valores 0,272 0,843 0,335

ng/mL= nanogramas por mililitro; pg/mL= picogramas por mililitro, micromol/L= micromol por litro. Os dados
correspondem a média + EPM (erro padrao da média). Os p-valores foram gerados pelo teste de Kruskall Wallis.



Tabela 19: Dosagens séricas de Acido f6lico, Vitamina B12 e Homocisteina dos pacientes

analisados, por cor da pele.
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Dosagens séricas

Cor da pele Acido félico Vitamina B12 Homocisteina
(ng/mL) (pg/mL) (micromol/L)
Branca 10,58 + 0,85 512,63 £ 74,62 7,87 £0,48
Parda 9,41 £0,82 463,63 £ 28,78 9,21 £1,52
Negra 10,74 + 1,3 394,00 + 29,73 8,75 £ 0,61
p-valores 0,391 0,590 0,300

ng/mL= nanogramas por mililitro; pg/mL= picogramas por mililitro, micromol/L= micromol por litro. Os dados
correspondem a média + EPM (erro padrao da média). Os p-valores foram gerados pelo teste de Kruskall Wallis.

Tabela 20: Dosagens séricas de Acido félico, Vitamina B12 e Homocisteina dos pacientes
analisados, por genétipos dos polimorfismos CBS 844ins68, MTHFR C677T e MTHFR

A1298C

Dosagens séricas

Marcador Genético Acido félico Vitamina B12 Homocisteina
(ng/mL) (pg/mL) (micromol/L)
CBS 844ins68
DD 10,12 + 0,69 490,35 + 44,48 8,01 £0,34
ID 9,90 £ 0,92 416,52 + 29,10 10,31 £2,48
II 10,43 £ 0,67 538,00 £ 139,03 7,30 £ 1,25
p-valores 0,640 0,500 0,881
MTHFR C677T
CC 10,03 + 0,63 498,19 + 58,95 7,54 £0,28
CT 10,22 £ 0,97 430,08 + 23,90 9,89 + 1,57
TT 9,20 + 1,21 576,75 +£ 80,42 8,23 +1,97
p-valores 0,837 0,192 0,499
MTHFR A1298C
AA 9,97 £ 0,69 448,90 + 26,18 8,01 £0,40
AC 10,67 + 1,05 518,19 + 86,42 9,87 £2,10
CC 8,64 £1,14 450,75 + 38,99 8,08 +0,91
p-valores 0,676 0,783 0,926
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5.6 Testes de correlacoes

Nenhuma correlagdo foi detectada entre sexo/grupo etario, sexo/cor da pele ou grupo
etario/cor da pele. Porém, uma correlacdo positiva foi detectada entre sexo e homocisteina
(p=0,000), onde os homens apresentaram dosagem maior. Nenhuma correlagcdo foi encontrada
entre trombose venosa ou arterial e as dosagens séricas realizadas, mas uma correlacdo

positiva entre trombose recorrente € homocisteina também foi evidenciada (p=0,006).

5.7 Interacio entre os polimorfismos C677T e A1298C da MTHFR e
844ins68 da CBS nos valores das dosagens séricas de acido félico, vitamina B12
e homocisteina

Quando o teste de andlise de varidncia multivariada (MANOVA- multivariate
analysis of variance) foi usado para verificar as interacdes entre os trés polimorfismos
(CBS844ins68, MTHFR C677T e MTHFR A1298C) e as dosagens de acido félico, vitamina
B12 e homocisteina, os resultados foram significativos a um nivel de p=0,000 para os valores
de homocisteina. Neste contexto, o teste de Tukey usado para as comparagdes 2-a-2 entre 0s
gendtipos indicou diferengas entre os gendtipos DD e ID da CBS844ins68 (p=0,002), entre
CC e CT da MTHFR C677T (p=0,000), e entre AA e AC da MTHFR A1298C (p=0,011),

em que os heterozigotos apresentaram niveis mais altos de homocisteina sérica.

5.8 Odds Ratio

Além dos valores significativos relacionados na Tabela 21, vale ressaltar alguns
valores ndo significativos, que tiveram um p-valor relativamente baixo. A atividade fisica
reduziu ndo significativamente o risco de trombose arterial (OR=0,175, IC=0,022-1,421,
p=,071), TEP (OR=0,862, 1C=0,782-0,950, p=0,078), enquanto o uso de anticoncepcional
aumentou o risco de trombose venosa (OR=3,043, IC=0,843-10,990, p=0,081), estando este
mais relacionado a TVC (OR=2,431, 1C=0,843-7,009, p=0,097). Se formos menos rigorosos

quanto a diferenca entre as médias podemos considerar que o risco existe.



Tabela 21: Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca (IC) de 95%
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Variavel = Trombose/Recorréncia OR IC 95% p-valor
Atividade TVC 0,531 1,056-8.292 0.035

fisica

Sexo Recorréncia 0,237 0,066-0,847 0,020
feminino

Sexo Recorréncia 4214 1,180-15,048 0,020

masculino
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6 DISCUSSAO

Além de ser um modelo referencial que serve como base para a comparagdo com
modelos mais realisticos nos quais as forcas evolutivas podem modificar as frequéncias
alélicas, o teste de aderéncia ao EHW € também muito importante para avaliar se 0 acaso
sozinho (erros de amostragem, por exemplo) poderia produzir um desvio entre os valores
observados e esperados e para alertar sobre possiveis erros de genotipagem (HARTL &
CLARCK, 2010). Uma vez que os p-valores encontrados neste estudo foram maiores do que
0,05, ndo temos nenhuma razdo para rejeitar a hipdtese de que as frequéncias genotipicas
estdo em proporcoes de Hardy-Weinberg para os marcadores analisados. Assim, caso algum
erro de amostragem, genotipagem e/ou desvio das premissas tenha ocorrido, eles nao foram
grandes o suficiente para resultar em desvios do EHW que pudessem ser detectados.

Apesar de frequentes em vdarias populacdes, os polimorfismos CBS 844ins68,
MTHFR C677T e A1298C tém revelado grande variabilidade étnica e geogréfica
(FRANCO et al., 1998; FRANCO et al., 1999; FRANCO, 2001; FRANCO & REITSMA,
2001; TSAI et al., 1996b; ULRICH, 2003). Assim, € importante conhecermos a frequéncia
desses polimorfismos em nossa populacdo e compararmos suas frequéncias com as outras
populacdes, visto que a populagdo brasileira é miscigenada, primariamente como
consequéncia de cruzamentos inter- étnicos entre europeus, africanos e amerindios
(ALVES-SILVA et al., 2000) e esta mistura genética tri-hibrida pode influenciar a
distribuicao de certos polimorfismos (LORDELO et al., 2012).

A frequéncia da CBS 844ins68 em heterozigose em pacientes com trombose arterial
ou venosa tem sido reportada variando entre 0% a 37,7%, sendo ausente em asidticos, rara
em amerindios (0,45%), intermedidria em caucasianos (13,5%-14,5%) e populacdes
miscigenadas (11,7%-14,7%), e mais altas em negros (37,7%) (BONINI-DOMINGOS
et al., 2005; FRANCO et al., 1998; MARCUCCI et al., 2003; TSAI et al., 1996b). Em
nosso estudo, a frequéncia de heterozigotos foi de 28,2% na amostra total de pacientes,
sendo encontrada em 25% dos pacientes de cor branca, em 27,5% dos pacientes de cor
parda e em 38,5% dos pacientes de cor negra, quando considerado cada grupo
separadamente. Apesar de nao termos conduzido nenhum estudo de ancestralidade, esses
resultados corroboram a grande influéncia de nossa descendéncia africana mesmo nos
pacientes de cor branca. Sendo a populacdo de Brasilia formada por migrantes de todas as

regides do Brasil, ela tende a refletir melhor a populagdo brasileira do que qualquer outra
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regido do pais (MIRANDA-VILELA et al., 2008).

O polimorfismo C677T da MTHFR tem alta prevaléncia na populacdo geral, sendo
que a frequéncia de heterozigotos em pacientes com doenga trombdtica varia entre 33,6% e
51,9% nas diversas etnias (FUIIMURA et al., 2000; HANSON et al. 2001; HARMON et al.,
1999; HE et al., 2010; JACOB et al., 2001; LALOUSCHEK et al., 1999; LOPACIUK et al.,
2001; LI et al., 2002; MARCUCCI et al., 2003; MARKUS et al., 1997, MORITA et al.,
1998; WU et al., 2001; ZHANG & DAI, 2001). Em populagdes brasileiras dos Estados de
Goias e Rio de Janeiro, esta frequéncia tem sido reportada em torno de 34% (JACOB et al.,
2011; ROCHA, 2009), enquanto em pacientes com TVP de ancestralidade mista dos EUA
(HANSON et al. 2001), tal frequéncia, de 46%, foi mais proxima e homogénea daquela
encontrada em nosso trabalho.

Ja para o polimorfismo MTHFR A1298C, as publicacdes envolvendo pacientes com
doenca trombdtica sao mais raras, e a frequéncia de heterozigotos tem sido reportada variando
entre 37,4% a 46% (FRANCO et al., 1999; SOLTANPOUR et al., 2011; SPIROSKI et al.,
2008), sendo a frequéncia mais baixa encontrada em brasileiros (37,4%), sobretudo pardos
(33,3%) (FRANCO et al., 1999). Nossos resultados corroboram esses achados, cuja
frequéncia de heterozigotos (33%) na amostra total de pacientes variou segundo a cor da pele
e, quando considerado cada grupo separadamente, foi encontrada em 27,5% dos pardos,
37,5% dos brancos e 38,46% dos negros.

Nosso trabalho mostrou influéncia do sexo nos niveis de homocisteina, cujos
valores foram significativamente maiores nos homens, mesmo apresentando um ndmero
amostral muito menor do que o de mulheres. Esses resultados estdo de acordo com aqueles
observados em outros estudos em que a dosagem de homocisteina foi maior nos homens
do que nas mulheres (GANJI & KAFAI, 2003 e 2006; JACQUES et al., 2001; REFSUM
et al., 2006). Também corroboram nossos achados de risco aumentado de trombose
recorrente para o sexo masculino (CHRISTIANSEN et al., 2010). Visto que o aumento em 5
umol/L na dosagem da homocisteina tem sido associado com um risco aumentado de
trombose venosa de 27% (estudo prospectivo) e 60% (estudo retrospectivo) (DEN
HEIER, et al., 2005), nossos resultados novamente apoiam a literatura (DEN HEIJER,
et al., 1995) ao indicarem que o risco de recorréncia pode estar associado aos niveis de
homocisteina aumentados neste sexo.

Outros fatores testados que podem influenciar na dosagem de homocisteina sdo a
idade e a etnia. A dosagem € maior em idosos do que em adultos jovens (GANJI & KAFAI,

2006), por razdes ainda nao bem esclarecidas, embora mudangas na funcdo renal estejam
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certamente envolvidas (REFSUM et al., 2006). Nosso estudo ndo encontrou nenhuma
diferenca significativa nas dosagens de homocisteina por faixa etdria ou cor da pele,
provavelmente porque nossa amostra ndo incluiu idosos e, como abordado anteriormente,
somos miscigenados. Além disso, a diferenca étnica mencionada nas dosagens tem sido
encontrada em amostras com idade superior a 70 anos (GANJI & KAFALI, 2006).

Outros fatores constitucionais que também podem elevar a Hcy plasmatica devido a
uma deficiéncia enzimética s@o as alteragdes genéticas na CBS e na MTHFR (FRANCO &
REITSMA, 2001). A homocisteina € sintetizada a partir da metionina e tem dois destinos
possiveis: metabolizagdo pela via de remetilacio, a metionina, ou pela via de
transulfuragcdo, a cistationina (BYDLOWSKI et al., 1998). O polimorfismo CBS 844ins68
nio parece influenciar sozinho os niveis de homocisteina ou o risco de TVP; porém, em
combinagdo com o polimorfismo da MTHFR C677T, pode resultar em aumento do risco
trombdtico (FRANCO & REITSMA, 2001). Nossos resultados corroboram esses
achados e também indicam a contribuicdo do polimorfismo MTHFR A1298C neste
aspecto.

Na espécie humana, concentracdes elevadas de Hcy estdo associadas a presenca do
polimorfismo C677T no gene MTHFR, que resulta em termolabilidade e atividade reduzida
da enzima MTHFR. A contribui¢iao do outro polimorfismo no gene MTHFR, a substitui¢cdo de
adenina para citosina no nucleotideo 1298, para a atividade enzimdtica € questiondvel. Estudo
de expressdo in vitro da enzima MTHFR mostrou uma reducdo de 32% na atividade da
enzima mutante 1298 e de 59% para aquela mutada para ambos os polimorfismos (C677T e
A1298C). Foi observado que a presenca do haplétipo MTHFR 677CT/1298AA leva a
reducdo de cerca de 30% da atividade enzimdtica; enquanto os gendtipos homozigoto
MTHFR 677CC/1298CC e heterozigoto MTHFR 677CT/1298AC resultam na diminui¢do
desta atividade em 35-43% e de 38—60%, respectivamente, em relacdo ao gendtipo selvagem
(BISELLI et al., 2009; WEISBERG ef al., 1998). Em nosso estudo, o maior aumento na
homocisteina foi observado na dupla heterozigose (13,73 £5,58 umol/L) desses
polimorfismos, em relacdo ao selvagem (7,54 + 4,66 umol/L). Embora ndo significativos,
nossos resultados indicaram uma influéncia desses polimorfismos nos niveis de Hcy,
possivelmente relacionado a redugdo da atividade enzimatica.

Visto que (1) sdo raros os trabalhos que avaliaram conjuntamente os polimorfismos
CBS 844ins68 e MTHFR C677T em pacientes com doenca trombética (JACOB et al., 2011;
MARCUCCI et al., 2003; ZHANG & DAL 2001); (2) mais raros ainda foram os estudos que

avaliaram conjuntamente os polimorfismos C677T e A1298C da MTHFR nesses pacientes
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(HANSON et al. 2001); e (3) nenhum estudo avaliou conjuntamente as influéncias dos
polimorfismos 844ins68 e T833C da CBS e C677T e A1298C da MTHFR nas dosagens
séricas de 4cido félico, vitamina B12 e homocisteina, nosso estudo € inédito e pode ajudar a
compreender melhor o papel desses polimorfismos como fator de risco para a manifestacao
de eventos tromboéticos. Neste contexto, a andlise multivariada das interacdes entre os
polimorfismos CBS844ins68, MTHFR C677T e MTHFR A1298C obteve resultados
significativos para os valores de Hcy corroborando com o cardter multifatorial da trombose
(GUIMARAES et al., 2009). Essa patologia manifesta nio somente devido a um simples fator
de risco, mas da interacdo entre fatores de riscos ambientais e genéticos (VOSSEN et al.,
2005). Trata-se de uma doenga multigénica, em que diferentes mutacdes em diferentes genes
interagem entre si e com fatores ambientais para provocar o evento (MIRANDA-VILELA,
2012). Assim, nossos resultados indicam que as interagdes entre esses trés polimorfismos
estudados podem afetar os niveis séricos de homocisteina, onde a heterozigose multipla pode
ser um indicador de fator de risco para episédios vaso-oclusivos. Tal sugestdo € corroborada
pelos achados do unico paciente que apresentou heterozigose para os trés locos e valores de
homocisteina sérica elevada (63,6 [lmol/L) (dados ndo mostrados). O tamanho amostral de
homozigotos variantes foi muito pequeno e nenhum homozigoto variante para os trés
polimorfismos foi detectado.

Apesar dos fatores constitucionais avaliados mostrarem associacdo com O processo
trombdtico, o fator ambiental atividade fisica pode influenciar beneficamente, ao reduzir o
risco de trombose venosa, independente da intensidade e do tipo de esporte realizado, desde
que praticado com uma frequéncia minima de uma vez por semana (VAN STRALEN et al.,
2007). Em nosso estudo, encontramos também uma redugdo significativa do risco de
trombose com atividade fisica para os pacientes com trombose venosa cerebral (TVC). Essa
patologia, apesar de ser um tipo raro de doenga cerebrovascular que atinge cerca de cinco
pessoas por milhdo (BOUSSER & FERRO, 2007), foi encontrada em frequéncia alta neste
trabalho. Vérias desordens podem causar ou predispor pacientes a TVC: contraceptivos orais,
puerpério, infeccao no sistema nervoso central ou sitio proximo, cancer, SAAF, deficiéncia de
proteina C, S ou antitrombina, hiperhomocisteinemia, muta¢do no Fator V Leiden, mutacao
no gene da protrombina (BOUSSER & FERRO, 2007). Em mulheres ha uma associacio
estatisticamente significativa entre o uso de contraceptivo oral e TVC (COUTINHO &
STAM, 2010), o que corrobora a nossa sugestdo de que, se formos menos rigorosos quanto a
diferenca entre as médias podemos considerar que o uso do anticoncepcional oral aumenta o

risco de TVC.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitiram concluir que:

Os niveis de homocisteina foram significativamente maiores no sexo masculino,
que também apresentou um maior risco de recorréncia.

O uso de anticoncepcional oral aumentou nao significativamente o risco
de trombose venosa cerebral.

As interagdes entre os polimorfismos CBS 844ins68 e MTHFR C677T e A1298C
podem afetar os niveis séricos de homocisteina, em que a heterozigose pode ser um
indicador de fator de risco para episédios vaso-oclusivos.

O tamanho amostral de homozigotos variantes foi muito pequeno e talvez por
isto ndo ocorreram diferencas significativas quando comparados com as dosagens de
acido félico, homocisteina e vitamina B12.

A atividade fisica reduziu significativamente o risco de trombose venosa cerebral.
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8 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Ja se encontra em andamento a genotipagem de outro polimorfismo comum da
CBS, G919A, o qual tem sido descrito como prevalente em casos clinicos de
homocistindria ndo- responsiva a vitamina B6 (KRAUS et al., 1999). Devido a atuacdo
das enzimas CBS e MTHFR em conjunto no metabolismo da Hcy e ao carater multifatorial
da trombose, torna-se importante avaliar a possivel interagdo desse polimorfismo com os
demais estudados neste trabalho, em associa¢do com os niveis séricos de Hcy.

Além das alteragdes genéticas relacionadas a hiperhomocisteinemia, vdrias outras sao
causadoras de trombofilia. Por isso, se faz necessario a complementacio desse estudo com as
seguintes genotipagens: polimorfismos nos genes do Fator V, da protrombina e do PAI-I,
visto que os dois primeiros sdo as causas genéticas mais prevalentes de trombofilia
(BUCHANAN et al., 2003). Além disto, uma vez que tem sido reportado aumento de risco de
trombose venosa por alelos AB do sistema ABO (LIMA et al., 2009), a fenotipagem desse
sistema também estd prevista.

A realizacdo dessas genotipagens serd ampliada para um grupo controle para um
estudo de associagdo caso-controle pareado por sexo, grupo etdrio e cor da pele, incluindo
também as dosagens de 4cido félico, Vitamina B12 e homocisteina.

Pretendemos, ao final do estudo, ajudar em uma maior compreensiao do papel desses

polimorfismos na manifesta¢do de eventos trombdticos.
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participantes serdo identificados no estudo atraves de um nimero gerado por computador e apenas
vocé terd acesso aos resultados de sens exames. Todos os resultados deste estudo serdo publicados
apenas de forma generalizada em relatorios, congressos e revistas cientificas, e nio incluirdo

qualquer informacéo que possa te identificar como sujeito do estudo.

Vocé ndo tera nenhum ganho financeiro, e também nenhum gasto por participar deste
estudo. Sua participacdo € totalmente voluntaria e vocé podera se retirar do estudo a qualquer
momento, sem punicdo ou prejuizo, bastando informar sua decisdo a um dos pesquisadores
responsaveis. Em outras palavras, sua desisténcia ndo afetara o atendimento nem o tfratamento

médico atual ou futuro que vocé recebe no Hospital de Base do Distrito Federal.
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Sua participacio envolverd uma tunica coleta de sangue (3 tubos de 4 mL) para a
realizacdo dos exames necessarios, o preenchimento de um questionario e a coleta de informacoes
no seu prontudrio. As informacdes que serdo coletadas sfo informacdes que seu médico coletaria
normalmente durante as consultas de rotma. Nio existe um fempo pré-determinado para responder
o questionario, sendo respeitado o fempo de cada um para respondé-lo. Vocé podera se recusar a

responder qualquer questio que lhe traga constrangimento.

Se qualquer alteracdio importante na forma de realizacdo deste estudo for necessaria, vocé

sera informado(a) para decidir sobre sua permanéncia na pesquisa.
Possiveis beneficios e riscos

A pesquisa para a qual vocé esta sendo convidado a participar, pode ndo trazer beneficios
diretos a vocé, mas vai gerar informag¢des muito valiosas para que se conhega melhor as tromboses
hereditarias e para que se possa melhorar os meios de detectar e trafar esse problema. Durante a
coleta de sangue, pode ser que vocé sinta uma pequena dor e desconforto por causa da agulha; o

local de entrada da agulha pode ficar roxo.
Maiores esclarecimentos:

Se, a qualquer momento vocé fiver alguma duvida ou pergunta referente ao estudo, procure

uma das responsdveis, através dos contatos abamxo:

1- Dr* Franciele Moraes Amaral
Fones: (61) 3297-6900 e 9333-3197
E-mail: francicle amaral@vahoo.com.br
2- Dr* Margarete Barbosa Daldegan

Nucleo de Hematologia e Hemoterapia do Hospital de Base do Distrito Federal
Fone: (61) 3315-1790
E-mail: margaretedaldegan@gmail com
3- Prof Di* Ana Luisa Miranda-Vilela
Dept® de Genética e Morfologia — Laboratorio de Genética — Universidade de Brasilia
Fones: (61) 3307-2161 e 9965-7535
E-mail: nurandavilela@unb. combr

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficarda com vocé e a outra com o
pesquisador responsavel. Caso vocé nio tenha entendido alguma parte deste documento/explicagio,

pergunte aos pesquisadores antes de assina-lo.

Concordo em participar como voluntario da pesquisa “Freqiiéncia dos polimorfismos nos
genes MTHFR. Cistationina [-smntetase, Fator V Leiden, Protrombina e PAI-1 em pacientes do
Hospital de Base do Distrito Federal/Brasil com evento trombotico. Estudo familiar dos pacientes
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portadores de mutacdo™, uma vez que compreendi o que esta explicado no Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido que acabei de ler e que todas as mmhas dividas foram esclarecidas pela equipe

responsavel pelo estudo.

Brasilia, de de20 .

Nome:

Assmatura:

Nome (pesquisador):

Assinatura (pesquisador):




TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA O
RESPONSAVEL POR MENORES DE IDADE

Seu(sua) filho(a) estd sendo convidado, a participar do projeto: Freqiiéncia dos
polimorfismos nos genes NITHFR, Cistationina p-sintetase, Fator V Leiden, Protrombina e
PAI-1 em pacientes do Hospital de Base do Distrito Federal/Brasil com evento trombadatico.
Estudo familiar dos pacientes portadores de mutacio.

O nosso objetivo € verificar a presenca de algumas alteracdes genéticas (mutagdes)
relacionadas com a coagulacio do sangue em pacientes com trombose, por meio de anahse do DNA
(material genético). A pesqusa ocorrera no Hospital de Base do Distrito Federal e no Laboratdrio
de Genética da Universidade de Brasilia (UnB) e tera duracio de 2 anos.

Vocé e seu(sua) filho(a) receberfo todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer
da pesquisa e The asseguramos que todos os dados pessoais de seu(sua) filho(a) serdo mantidos no
mais rigoroso sigilo. Os participantes serfio identificados no estudo através de um nimero gerado
por computador e apenas vocé tera acesso aos resultados dos exames de seu(sua) filho(a). Todos os
resultados deste estudo serfo publicados apenas de forma generalizada em relatorios, congressos e
revistas cientificas, e nfo meluirdo qualquer informacio que possa identificar seu(sua) filho(a)
como sujeito do estudo.

Vocé ndo terd nenhum ganho financeiro, e também nenhum gasto por seu(sua) filho(a)
participar deste estudo. A participacio é totalmente voluntaria e vocé podera se decidir por retirar
seu(sua) filho(a) do estudo a qualquer momento, sem puni¢cdo ou prejuizo, bastando informar a
decisio a um dos pesquisadores responsaveis. Em outras palavras, a desisténcia ndo afetara o
atendimento nem o tratamento médico atual ou futuro que seu(sua) filho(a) recebe no Hospital de
Base do Distrito Federal.

A participagio de seu(sua) filho(a) envolvera uma unica coleta de sangue (3 tubos de 4
mL) para a realizacdo dos exames necessarios, o preenchimento de um questionario e a coleta de
mformacdes no pronfudrio. As mformagdes que serdo coletadas sdo informacdes que o médico
coletaria normalmente durante as consultas de rotma. Nio existe um tempo pré-determinado para
responder o questiondrio, sendo respeitado o tempo de cada um para respondé-lo. Vocé podera se
recusar a responder qualquer questdo que lhe traga constrangimento.

Se qualquer alteracdo importante na forma de realizacdo deste estudo for necessana, vocé
sera nformado(a) para decidir sobre a permanéncia de seu(sua) filho(a) na pesquisa.
Possiveis beneficios e riscos

A pesquisa para a qual seu(sua) filho(a) esta sendo convidado a participar, pode nio trazer

beneficios diretos a ele(a), mas vai gerar informacdes muito valiosas para que se conheca melhor as
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tromboses hereditarias e para que se possa melhorar os meios de detectar e tratar esse problema.

Durante a coleta de sangue, pode ser que seu(sua) filho(a) smta uma pequena dor e desconforto por

causa da agulha; o local de entrada da agulha pode ficar roxo.
Maiores esclarecimentos:

Se, a qualquer momento vocé tiver alguma duvida ou pergunta referente ao estudo, procure

uma das responsaveis, atraveés dos contatos abaixo:

1- Dr* Franciele Moraes Amaral
Fones: (61) 3297-6900 e 9333-3197
E-mail: franciele amaral @vahoo.com br

2- Dr* Margarete Barbosa Daldegan
Nucleo de Hematologia e Hemoterapia do Hospatal de Base do Distrito Federal
Fone: (61)3315-1790
E-mail: margaretedalde gan@ gmail com

3- Prof Dr* Ana Luisa Miranda-Vilela
Dept® de Genética e Morfologia — Laboratorio de Genética — Universidade de Brasilia
Fones: (61) 3307-2161 e 9965-7535
E-mail: mirandavilela@unb com br

Este documento foi elaborado em duas wias, uma ficara com vocé e a outra com o
pesquisador responsdvel. Caso vocé nio tenha entendido alguma parte deste documento/explicacdo,
pergunte aos pesquisadores antes de assina-lo.

Concordo que meu(minha) filho(a) participe como voluntario da pesquisa “Freqiiéncia dos
polimorfismos nos genes MTHER, Cistationina f-sintetase, Fator V Leiden, Protrombina e PAI-1
em pacientes do Hospital de Base do Distrito Federal/Brasil com evento trombotico. Estudo familiar
dos pacientes portadores de mutacio”, uma vez que compreendi o que estd explicado no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido que acabei de ler e que todas as nunhas diovidas foram

esclarecidas pela equipe responsavel pelo estudo.

Brasilia, de de20 .

Nome do responsavel:

Assmatura do responsavel:

Nome (pesquisador):

Assmatura (pesquisador):




ANEXO 4 - QUESTIONARIO

N®

Secretaria de Estado de Saude-SES

Hospital de Base do Distrito Federal-HBDF

Projeto de parceria Nuicleo de Hematologia e Hemoterapia-NHH/Universidade de Brasilia-
UnB

Titulo do estudo

“Freqiiéncia des polimorfismos nos genes MTHFR, Cistationina [-sinfetase, Fator V

Leiden, Profrombina e PAI-1 em pacientes do Hospital de Base do Distrito
Federal/Brasil com evento frombotice. Estudo familiar dos pacientes portadores de

mutacio”

Projeto de parceria Nucleo de Hematologia e Hemoterapia-NHH do HBDF/Universidade
de Brasilia-UnB, sob responsabilidade da pesquisadora Prof* Dr* Ana Luisa Miranda-Vilela
e da medica Hematologista e Hemoterapeuta Dr* Margarete Barbosa Daldegan. chefe da

unidade NHH/HBDF.

ANAMNESE

QUESTIONARIO SOBRE ESTADO DE SAUDE E HISTORICO FAMILIAR DE
TROMBOSES E DOENCAS VASCULARES

1. IDENTIFICACAO

NOME:

SEXO: | DATA DE NASCIMENTO: | IDADE:

2. ATIVIDADES DA VIDA DIARIA

Ntimero de horas trabalhadas por semana: _| Menos de 20 [ 20 240 [ 41 a 60 [ Mais de 60

Atrvidades desempenhadas no trabalho (+ de 25% do tempo):
 Ficar sentado _| Levantar ou carregar pesos _ Ficar de pé _| Caminhar _| Dirigir _ Outros

Auto-definicio da cor da pele:

Observagdes do medico:

3. HISTORICO MEDICO

Data do tltimo exame fisico e/ou médico:
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Marque aquele(s) que tenha(m) tido algum problema cardiovascular ou trombose antes dos 50 anos:
1 Pai ] Mae T Irméao/trma [ Avo/Avo [ Tio/Tia ] Pnmo/Prima | Outro parente (especificar);

Marque as mtervencdes cirirgicas que voceé tenha feito:
O Coluna T Coragiio T Articulacio T Hérnia de disco 0 Rim 0 Pulmiio 0 Olhos
_ Outra (especificar):

Marque ofs) problema(s) abamxo que tenham sido diagnosticados ou tratados por um médico:

_ Alcoolismo ] Problema renal ] Enfisema pulmonar | Anenua | Fibronualgia [ Arinte C Problemas

oculares (especificar):
7 Ulcera 0 Asma [ Diabetes . Pressio arterial alta 0 AVC 0 Obesidade J Problemas musculares 0 Cancer

T Qutros (especificar):

Descreva ofs) medicamento(s) vitizado(s) nos ultumos tempos:

Indique os sintomas. conforme segue:

a) Tosse com sangue: [ sempre [ algumas vezes [ nunca

b) Dor abdommnal: T sempre [ algumas vezes [ nunca

c) Dor nas pernas: [ sempre [ algumas vezes T nunca

d) Dornos bragcos: T sempre [ algumas vezes _ munca

&) Dor nas CcOSstas ol No Pescogo: _ sempre : algumas vezes [ nunca

f) Dor no peito: [ sempre [ algumas vezes [l nunca

g) Dores articulares: J sempre [ algumas vezes [ nunca

h) Olhos vermelhos e/ou dor nos olhos: C sempre 0 alglm:l'is vezes [ nunca
1) Falta de ar com esforco leve: [ sempre T alglmaa vezes [ munca

1) Sentir-se fraco: [ sempre [ algumas vezes | nunca

k) Tontura: [ sempre [ algumas vezes [ nunca

1) Palpitaciio ou batimento cardiaco acelerado: 0 sempre T algumas vezes [ nunca

Vocé possui alguma alergia?
[ Sim [0 Nio Caso positivo, especificar:

4. COMPORTAMENTO RELACIONADO A SAUDE

Vocé fuma amalmente? I Sim [ Ndo Se positivo, quantos cigarros por dia?
Vocé faz uso de anticoncepcional hormonal ou faz alngm terapia de reposicio hormonal? [ Sun [ Nao

Atualmente, voce realiza algmnﬂ atrvidade fisica? [ Smm [ Nio
Qual(is) .

Prequenma : Dura:;ao

5. COMEN TJLRIGS GERAIS

Ca'sc vocé tenha alguma mnformacio para acrescentar, que nio tenha sido perguntada neste
questionario de sande_ favor registrar neste espaco.

DATA DO PREENCHIMENTO MEDICO RESPONSAVEL PELO
ATENDIMENTO
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