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Mutacées predisponentes a trombofilia em individuos de Minas Gerais - Brasil
com suspeita clinica de trombose
Predisposing thrombophilic mutations in individuals with clinical suspicion of thrombosis from
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A trombose é reconhecidamente uma doenga de carater multifatorial. Sua ocorréncia
estd intimamente relacionada a presenga de fatores genéticos e adquiridos que concor-
rem isoladamente ou em associa¢do para o seu desencadeamento. No entanto, a
frequéncia dos fatores genéticos pode variar de acordo com a origem étnica e com
outros aspectos epidemiologicos dos grupos de individuos e populagdes estudadas. No
Brasil, dados referentes a individuos brasileiros e em especial do estado de Minas
Gerais sdo escassos. O objetivo do presente estudo foi investigar a frequéncia das
mutagoes fator V Leiden e G20210A no gene protrombina em 1.103 individuos com
suspeita clinica de trombofilia, empregando a técnica da reagdo em cadeia da polimerase
seguida de restrigdo enzimatica (PCR-RFLP). Os dados foram analisados usando-se o
programa Epi Info versdo 6.04. A amostra consistiu de 76,16% mulheres e 23,84%
homens, com média de idade de 43,06+ 14,65. A mutagdo fator V Leiden foi observada
em heterozigose em 7,52% dos individuos e em 0,36% em homozigose. A mutagdo
G202104 no gene da protrombina apresentou-se em heterozigose em 5,90% dos indi-
viduos e em homozigose em 0,18%. O presente trabalho mostra a importancia dos
testes genéticos conforme o perfil da popula¢do analisada, ressaltando informagoes
epidemiologicas da populag¢do brasileira e beneficios clinicos. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter. 2009,31(1):19-24.

Palavras-chave: Trombofilia; fator V Leiden; muta¢do no gene da protrombina;
Brasil.

Introdugao da interagdo sinérgica ou ndo entre esses fatores. Pacientes
com trombofilia hereditaria exibem uma predisposicao au-
A predisposicdo elevada ao tromboembolismo devido mentada a trombose recorrente e o evento trombotico ocor-

a presenga de fatores genéticos ou adquiridos ¢ denomina-
da trombofilia.! A trombose é uma doenga de carater
multifatorial, e tanto fatores de risco genéticos quanto ad-
quiridos podem estar presentes em um mesmo individuo,
sendo o desenvolvimento do tromboembolismo resultante

re, em geral, antes dos 45 anos de idade.? A morbimortalidade
da trombose venosa e de suas complicagdes constitui hoje
um importante problema de satde publica. Nos Estados Uni-
dos, foi estimada uma mortalidade anual por tromboembolismo
pulmonar de 50 mil pessoas e a ocorréncia de 300 mil e 600 mil
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internagdes por trombose venosa profunda e trombo-
embolismo pulmonar. Castro-Silva, a partir de dados de
internagdes do SUS, estimou no Brasil cerca de 28 mil
hospitaliza¢des por embolia pulmonar com 4.247 mortes por
ano.* Em contraste com as doengas monogénicas, onde mu-
tagdes em um Unico gene resultam na doenga, em doengas
multigénicas, como a trombose venosa, diferentes muta-
¢des em genes distintos interagem para ocasionar o even-
to. Desta forma, a predisposicdo a trombose venosa asso-
ciada com cada alteragdo genética isolada ¢ relativamente
baixa, porém a presenga de mutagdes em varios genes au-
menta significativamente o risco de desenvolvimento da
doenga.?

As trombofilias hereditarias sdo, em geral, decorren-
tes de mutagdes nos genes que codificam fatores da coagu-
lagdo, como a mutagdo G1691A no gene do fator V e a muta-
¢do G20210A no gene da protrombina ou de alteragdes liga-
das aos inibidores fisiologicos da coagulagao (antitrombina,
proteina C e proteina S). A mutacdo fator V Leiden (G1691A)
resulta no fendtipo chamado resisténcia a proteina C ativa-
da e é observada em 20% a 40% dos pacientes com trombo-
se.* Ja a mutagdo G20210A no gene da protrombina pode
acarretar elevacdo dos niveis plasmaticos de protrombina,
da ordem de 30% (hiperprotrombinemia) e consequente co-
agulagdo exacerbada, levando ao aumento do risco de trom-
bose.>6

A mutagdo fator V Leiden esta presente em diversas
populagdes caucasianas, sendo que a prevaléncia de hetero-
zigose na populagdo varia de 2% a 13% e é extremamente rara
entre africanos, chineses, japoneses, amerindios e povos do
sul da Asia.” A mutagdo G20210A no gene da protrombina é
encontrada em 2% a 4% dos caucasianos e, em pacientes
que ja sofreram trombose, a frequéncia ¢ de aproximadamen-
te 20%.% Amutagao G20210A no gene da protrombina, assim
como a mutacgao fator V Leiden, ¢ extremamente rara em po-
pulagdes ndo caucasianas.®

Sabe-se que a frequéncia desses fatores pode variar
entre diferentes popula¢des ou mesmo dentro de uma gran-
de populag@o como a brasileira, altamente miscigenada e que
sofreu, em sua formagdo em diferentes regides do pais, a
contribui¢do de diferentes grupos €tnicos, justificando ana-
lises destes fatores em individuos de diferentes regides do
pais.'” Neste sentido, o objetivo do atual estudo ¢ investigar
a frequéncia dos fatores trombofilicos, genéticos, fator V
Leiden e mutacdo no gene da protrombina em individuos
com suspeita clinica de tromboembolismo no estado de Mi-
nas Gerais, Brasil.

Casuistica e Método

O estudo resulta de uma analise retrospectiva de 1.103
individuos com suspeita clinica de trombofilia submetidos
ao estudo molecular das mutagdes fator V Leiden (FVL) e
G20210A, no periodo de 2004 a 2007, no Instituto Hermes

Pardini, Departamento de Genética Humana, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil. Neste estudo, apenas foram incluidos
individuos cujo pedido médico para analise das mutagdes
FVL e G20210A constasse como indicagao clinica a suspeita
de trombofilia. Os individuos envolvidos no estudo se apre-
sentaram numa faixa etaria de 10 a 89 anos, com média de
idade correspondente a 43,06 + 14,65 anos. A amostra foi
constituida por 263 homens e 840 mulheres. Idade, sexo e
genotipos para as mutagdes FVL e G20210A foram analisa-
dos. O estudo constitui um levantamento dos resultados de
exames de trombofilias, com finalidade epidemioldgica e es-
tatistica, de acordo com os procedimentos da Comissao Na-
cional de Etica em Pesquisa (Conep).

Amostras de 5 mL de sangue coletado em EDTA, por
puncdo venosa em tubos a vacuo com sistema Vacutainer
(Becton-Dickinson) foram usadas para a extragdo de DNA
em FTA Card®, de acordo com as instru¢des do fabricante
(Whatman England FTA® Classic). O critério etnia ndo foi
considerado, uma vez que a populacao brasileira ¢ uma das
mais heterogéneas do mundo, o que impossibilita a defini¢do
precisa da origem étnica dos individuos baseando-se ape-
nas em parametros morfologicos. '

As mutagdes foram investigadas pela técnica de PCR-
RFLP usando-se os oligonucleotideos ¢ endonucleases de
restrigdo, como previamente descritos.!" As reacdes foram
realizadas em termociclador Master Cycler Gradient®. Os pro-
dutos de PCR foram submetidos a digestdo com endo-
nucleases de restri¢ao por 4 h a 37°C com Mni I e Hind 111
(Invitrogen®) para detec¢do das mutagdes G1691A e
G20210A, respectivamente. As amostras foram analisadas em
gel de agarose e coradas com Syber Green® (Invitrogen®).

As analises estatisticas foram realizadas usando-se o
programa Epi Info Version 6.04."2 Os dados foram compara-
dos as frequéncias das muta¢des observadas no grupo-
controle constituido de 324 individuos higidos e ndo relaci-
onados, de Minas Gerais, previamente formado no estudo
de Sabino et al.® Odds ratio (ORs) foram usadas como
medida de associagdo entre mutagdo e tromboembolismo e
foram interpretadas como risco de desenvolvimento da do-
en¢a. Niveis de significancia foram estimados pelo teste
qui-quadrado. Diferencas foram consideradas significati-
vas quando p<0.05.

Resultados

O presente estudo avaliou 1.103 individuos, com sus-
peita clinica de trombofilia, que foram submetidos a inves-
tigagdo genética das mutagdes FVL e G20210A. As caracte-
risticas dos individuos participantes estdo listadas na Ta-
bela 1. A maioria dos individuos era do sexo feminino — 840
(76,16%). Os participantes apresentaram uma média de ida-
de de 43,06 + 14,65 anos. Nao foi observada nenhuma dife-
renga significativa em relagdo a idade entre homens e mu-
lheres.
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Tabela 1. Caracterizagdo dos individuos segundo sexo, média de
idade e faixa etaria (caracteristicas gerais)

Populagéo N (%) Média idade DP Faixa etaria (anos)
Homens 263 (23,84%) 45,66+ 14,65 12-89
Mulheres 840 (76,16%) 40,46 + 14,69 10-89

Total 1.103 43,06 £ 14,65 10-89

DP: desvio padrao

Tabela 2. Frequéncias genotipicas das mutagdes fator V Leiden e
G20210A no gene da protrombina

Genotipos Homens (%) Mulheres (%) n (%)
FVL
GA 22(8,37) 61 (7,26) 83 (7,52)
AA - 4(0,48) 4(0,36)
GG 241 (91,63) 775 (92,26) 1.016 (92,12)
G20210A
GA 19 (7,22) 46 (5,48) 65 (5,90)
AA - 2(0,24) 2(0,18)
GG 244 (92,78) 792 (94,28) 1.036 (93,92)

FVL = Mutagé@o no gene do fator V

As frequéncias genotipicas para cada mutagdo estdo
listadas na Tabela 2. A mutagdo G1691A foi detectada em
heterozigose em 83 (7,52%) individuos e em homozigose em
4(0,36%). Entre os homens, 22 (8,37%) eram heterozigotos
para essa mutagao, e, entre as mulheres, 61 (7,26%). Apenas
as mulheres apresentaram essa mutagdo em homozigose,
correspondendo a quatro (0,48%). A mutacao G20210A foi
detectada em heterozigose em 65 (5,90%) individuos, sendo
19 (7,22%) homens e 46 (5,48%) mulheres. Em homozigose,
foram observadas duas (0,24%) mulheres. Na populagao es-
tudada ndo houve diferenga significativa para as frequéncias
das mutagdes entre homens e mulheres.

Os individuos foram divididos em cinco faixas etarias
(0a20,212a30,31a40,41 a50 anos e maiores de 50 anos).
A maioria dos individuos do sexo masculino (66,53%) esta-
va concentrada na faixa acima de 40 anos, enquanto a mai-
oria das mulheres (58,21%) estava na faixa de 21 a 40 anos.
Foram observados 91 (34,59%) homens e 196 (22,15%) mu-
lheres acima de 50 anos, o que representa 56,74% do total
de individuos avaliados. Cumpre mencionar que a maioria
dos homens portadores das mutagdes predisponentes a
trombofilia apresentava-se na faixa etaria acima de 40 anos,
enquanto a maior porcentagem de mulheres com as muta-
¢des em questdo apresentava-se entre 31 e 40 anos. Obser-
vou-se uma frequéncia aumentada da mutacdo G20210A em
heterozigose entre os homens quando comparada com a
frequéncia entre as mulheres. Foram observados 43 (3,90%)
individuos menores de 20 anos com suspeita clinica de
trombofilia.

As frequéncias das mutacdes avaliadas foram compa-
radas com frequéncias do estudo anteriormente realizado no
estado de Minas Gerais. Houve diferenca significativa para a

mutagdo fator V Leiden (OR=6,51; IC 95%= 2,46-17,21;
p<0,001) em relagdo a individuos saudaveis sem suspeita
clinica e historico para TEV. Nao houve diferenga para a mu-
tagdo G20210A no gene da protrombina (OR=1,78; IC
95%=0,94-3,38; p=0,105). Foi também observado um grupo
de individuos portadores das mutagdes G1691A e G20210A,
correspondente a 11 (1,0%) casos. Entre esses, oito (72,7%)
apresentavam menos de 50 anos de idade.

Discussao

Apesar da frequéncia elevada dos eventos tromboéticos,
suas causas nao foram ainda completamente esclarecidas, e
os fatores de risco ndo sdo totalmente conhecidos em indivi-
duos jovens da nossa populagdo. A trombose ¢ reconheci-
damente uma doenga de carater multifatorial. Sua ocorréncia
esta intimamente relacionada a presenga de fatores genéti-
cos ¢ adquiridos que concorrem isoladamente ou em associ-
acdo para o seu desencadeamento. Embora varios estudos
tenham investigado fatores de risco genéticos e adquiridos
em diversas populagdes, dados referentes a individuos bra-
sileiros e em especial do estado de Minas Gerais sao ainda
escassos.

Em nosso meio, torna-se dificil e imprecisa a catego-
rizagdo dos individuos em relag@o a origem étnica, uma vez
que os brasileiros formam uma das populagdes mais hetero-
géneas em todo o mundo, resultado de cinco séculos de
cruzamentos inter-raciais entre pessoas de trés continen-
tes: colonizadores europeus, principalmente portugueses,
escravos africanos e amerindios nativos. Desde o século
XVI, o Brasil tem recebido crescente numero de imigrantes
de varias partes do mundo, principalmente de portugueses
e africanos, seguidos de italianos, espanhois e alemaes e,
mais recentemente, de asiaticos. Durante esses cinco sécu-
los, 58% dos imigrantes foram europeus, 40% africanos e
2% asiaticos."

Os fatores de risco para trombose arterial incluem,
principalmente, a hipertensao arterial, o tabagismo, dislipi-
demias e o diabetes mellitus.’ Entre os fatores adquiridos
classicos que contribuem para a trombose venosa pode-
mos citar a idade, o uso de certos medicamentos como 0s
anticoncepcionais orais e a terapia de reposi¢cao hormonal,
gravidez e puerpério, imobiliza¢do de membros ou de parte
do corpo, traumas locais, cancer, presenca de anticorpos
antifosfolipides, cirurgias de grande porte, infecgdes e sin-
drome nefrotica.'*'® Embora a literatura separe os fatores
de risco dos eventos trombdticos arteriais € venosos, estu-
dos recentes apontam uma ligagao entre eles, incluindo ida-
de, obesidade, tabagismo, diabetes mellitus, hipertensdo
arterial e hiperlipidemia como fatores de risco comum.'” Além
desses, fatores de risco genéticos como os polimorfismos
FVL e G20210A representam fatores importantes associa-
dos a trombose. No entanto, a frequéncia desses fatores
pode variar de acordo com a origem étnica e com outros
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aspectos epidemioldgicos dos grupos de individuos e po-
pulacdes estudadas. Além da composicgdo étnica da popu-
lacdo avaliada, sabe-se que a forma como sao selecionados
os individuos para o estudo pode afetar significativamente
os resultados.'®

O fato de a maioria dos homens com suspeita de
trombofilia se apresentar na faixa etaria acima de 40 anos e
da maior porcentagem de mulheres entre 21 e 40 anos pode
indicar a relagdo entre os fatores ambientais ¢ as faixas etarias
de maior exposi¢ao aos fatores de risco adquiridos com a
incidéncia de tromboembolismo," o que ndo pode ser com-
provado neste estudo, devido ao desconhecimento do di-
agnostico conclusivo e/ou historico dos individuos anali-
sados.

Os dados observados estdo de acordo com Silverstein
et al., que encontraram uma incidéncia ligeiramente aumen-
tada das mutagdes FVL e G20210A em mulheres jovens ¢
uma discreta concentragdo destas referidas mutagdes em
homens mais velhos.!"” Embora fatores de risco especificos
tais como o uso de contraceptivos e a terapia de reposi¢do
hormonal estejam associados ao tromboembolismo venoso
(TEV), estudos mostraram que ndo ha uma diferenga signi-
ficativa na incidéncia de TEV entre homens e mulheres.?*?!
No presente estudo também ndo foi observada diferenga
significativa para as frequéncias das mutagdes entre ho-
mens e mulheres. Cushman et al.?* relataram incidéncia si-
milar entre homens e mulheres, exceto um aumento em tor-
no de duas vezes em homens com idade acima de 75 anos.

O presente estudo indica a mutacdo fator V Leiden
como um importante fator de risco entre individuos com
suspeita clinica de trombofilia (OR=6,51; IC 95%=2,46-17,21;
p=0.000)." As frequéncias observadas para as mutagdes
FVL e G20210A estao de acordo com estudos prévios reali-
zados no estado de Minas Gerais.'** Contudo, ¢ importan-
te ressaltar que a maioria dos estudos de associagdo entre
as frequéncias das mutagdes predisponentes a trombofilia
apresenta um desenho caso-controle, onde sdo analisados
pacientes diagnosticados para TEV e individuos higidos
como controles. O estudo constitui um levantamento das
frequéncias dessas mutagdes entre individuos com suspei-
ta clinica, o que corrobora com outros estudos, de forma a
tragar um perfil para populagdo de Minas Gerais, bem como
avaliar se os critérios de investigagao de trombofilia estdo
sendo bem empregados. Pode-se inferir que os individuos
com suspeita clinica foram bem caracterizados, ja que as
frequéncias para as mutagdes predisponentes a trombofilia
foram similares as frequéncias encontradas para pacientes
de Minas Gerais.

Foram também observados 11 (1,0%) individuos porta-
dores das duas mutagdes em questdo, o que sugere uma
possivel interacao sinérgica dessas, bem como de outros
fatores contribuindo para o risco de tromboembolismo. A
existéncia de mais de uma alterag@o pro-trombotica nao so-
mente aumenta o risco de desenvolvimento de eventos
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tromboticos, como também diminui a idade média de ocor-
réncia do primeiro evento.”* Em algumas familias com casos
de trombofilia, individuos com dois fatores genéticos desen-
volvem o evento trombotico com maior frequéncia e mais
cedo quando comparados com aqueles que possuem apenas
um fator.'* Os individuos portadores de FVL e G20210A no
gene da protrombina simultaneamente tém o risco de trom-
bose venosa recorrente aumentado em 3,7 vezes quando
comparados a individuos que sdo somente heterozigotos
para FVL.%% Contudo, existem individuos portadores de
mutagdes de importancia em trombofilia, tais comoo FVL e
G20210A no gene da protrombina, que podem permanecer
assintomaticos por toda a vida, sugerindo a existéncia de
outros fatores.”’

Observa-se no estudo uma frequéncia aumentada de
mulheres em relagdo aos homens. Para mulheres com fator
genético predisponente conhecido e sem historia familiar de
TEV, os polimorfismos FVL e G20210A aumentam o risco em
trés a quatro vezes para TEV, enquanto a deficiéncia de AT,
PC e OS aumenta o risco em oito a dez vezes.”

Sabe-se que, com o aumento da idade, eventos trom-
boticos tendem a ocorrer com maior frequéncia, devido as
mudangas que o proprio organismo sofre, incluindo o siste-
ma hemotastico e as altera¢des nos habitos de vida.®> Estu-
dos mostram que a incidéncia de tromboembolismo venoso
aumenta espontaneamente com a idade.'”* Assim, ha uma
variagdo grande na incidéncia de trombose de acordo com a
faixa etaria e com a populagédo estudada, bem como ha varia-
¢do em relac@o a recorréncia do evento trombotico.”-! Paci-
entes com idade acima de 40 anos tém um risco significativa-
mente aumentado quando comparados a pacientes jovens ¢
esse risco praticamente dobra a cada década subsequente.®
A ocorréncia de trombose constitui um evento raro em crian-
cas e jovens. No presente estudo também foram observados
individuos menores de 20 anos com suspeita clinica de
trombofilia. Em geral, quando a trombose ocorre em criangas,
héa uma conjugagao de fatores de risco variados, tanto gené-
ticos quanto adquiridos. De acordo com Rosendaal et al.,?
nao ¢ apenas raro observar trombose em criangas, mas aque-
las que manifestam a doenga apresentam de trés a quatro
fatores de risco associados.

Conclusao

O direcionamento clinico de pacientes com TEV ou
individuos com suspeita clinica de trombofilia envolve uma
avaliacdo complexa de fatores de risco adquiridos e genéti-
cos, visto que a trombose representa uma doenga multi-
fatorial. Embora o presente estudo avalie uma populagio
com suspeita clinica sem diagndstico confirmado para
trombofilia, ele representa um dado epidemioldgico impor-
tante para o estado de Minas Gerais, ja que foi avaliado um
numero significativo de individuos. Além disso, as fre-
quéncias das principais mutagdes predisponentes a trom-
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bofilia confirmaram resultados encontrados em pacientes
com TEV diagnosticado de estudo anterior realizado em
Minas Gerais,” o que permite afirmar que a investigacao
clinica esta compativel com o diagnostico.

O Brasil constitui uma das populagdes mais heterogé-
neas do mundo, o que se reflete nos pardmetros genéticos
das diversas doencas hereditarias, trazendo diversidade
génica para a populagdo e, junto, a necessidade de estudos
bem conduzidos que colaborem na elucidacdo da etiologia
dessas doencas. Finalmente, deve-se considerar que, por
serem doengas graves, de carater hereditario, a identificagdo
precoce destas mutacdes possibilita a identificacdo de por-
tadores assintomaticos que poderao receber orientagdo ade-
quada em situagdes de risco, visando evitar a ocorréncia de
eventos tromboticos.

Abstract

Thrombosis is known to be a multifactorial disease. Its incidence is
directly related to the presence of genetic and acquired factors that
concur separately or in association to its appearance. However, the
frequency of genetic factors can vary according to ethnic background
and with other epidemiological aspects of populations. Data from

Brazilian individuals and especially those from the State of Minas
Gerais are scarce. The present study aims at investigating the
frequencies of the factor v Leiden and the G20210G prothrombin

gene mutations of 1103 individuals with clinical suspicion of
thrombophilia employing the Polymerase Chain Reaction technique
followed by enzymatic restriction (PCR-RFLP). The data were
analyzed using the Epi Info computer program version 6.04. The
sample constituted of 76.16% women and 23.84% men, with an

average age of 43.06 + 14.65 years. The factor V Leiden mutation

was observed as heterozygosis in 7.5% of individuals and as
homozygosis in 0.36%. The G20210A prothrombin gene mutation

appeared as heterozygosis in 5.90% of the individuals and as
homozygosis in 0.18%. The present study shows the importance of
genetic tests taking into account the profile of the studied population,

and stressing the epidemiological information of the Brazilian

population and the clinical benefits. Rev. Bras. Hematol. Hemoter:

2009,31(1):19-24.

Key words: Thrombophilia; factor V Leiden; prothrombin gene
mutation; Brazil.
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