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Introducéo

Dentre as doengas cardiovasculares, a trombose venosa (TV) destaca-se pela asso-
ciacdo entre fatores de riscos adquiridos e fatores genéticos. A resisténcia heredita-
ria a proteina C ativada tem sido identificada como a principal causa dos casos de
trombose venosa, sendo frequentemente associada a mutacdo fator V Leiden
(G1694A). Em individuos homozigotos, o risco de trombose venosa é 50 a 100 vezes
maior que em pacientes homozigotos normais, enquanto em pacientes heterozigotos
o risco é de 5 a 10 vezes. Baseado na necessidade de avaliacdo e acompanhamento
de pacientes com casos de trombose venosa e prevencéo de seus respectivos famili-
ares, foi desenvolvido um método simples de discriminagdo alélica do fator V da
coagulacéo utilizando PCR em tempo real. Foram selecionados 67 pacientes com
historico de TV e 51 individuos sem histérico de TV. Primeiramente, a discriminagéo
alélica do fator V foi realizada através de PCR convencional seguida de digestao
enzimatica (Mnl). Posteriormente, o diagndstico foi realizado por PCR em tempo
real. Ambos os métodos foram baseados no polimorfismo G1691A, sendo no segun-
do utilizado fluoréforos VIC e FAM para marcar os nucleotideos G e A, respectiva-
mente. A técnica de PCR-RFLP foi utilizada para diagnosticar 95 individuos
homozigotos normais, 21 heterozigotos e 2 homozigotos FVL. Utilizando PCR em
tempo real foram obtidos os mesmos resultados. A maxima similaridade entre os
resultados obtidos por PCR em tempo real e PCR-RFLP indicou preciséo significati-
va do novo método de discriminacao e visualizagdo alélica do fator V. Rev. Bras.
Hematol. Hemoter. 2009;31(1):25-28.

Palavras-chave: Trombose venosa; fator V Leiden; PCR em tempo real.

ciacdo entre fatores de riscos adquiridos, como imobiliza-
¢do prolongada, cirurgias, fraturas, gestacdo, etc, e fatores

Mundialmente, as doengas trombéticas constituem
um problemade salide de origem multifatorial e multigénica
As tromboses s8o caracterizadas pela formagdo aguda de
trombos em veias e artérias. Dentre as doencas cardio-
vasculares, atrombose venosa (TV) destaca-se pela asso-

genéticos, mutagdes nos genes da proteina C, proteina S e
antitrombinalll.*2®

A resisténciahereditariaaproteina C ativada (RPCA)
tem sido identificadacomo aprincipa causadamaioriados
casos de trombose venosa, 95% dos casos de RPCA estéo
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associados a mutagao pontual G1691A no
exon 10 do genedo fator V dacoagulacéo, o
fator V Leiden (FVL).*® Esse polimorfismo
nao-sinonimico causa a perda da clivagem
do fator V, gerando um quadro de
hipercoagulopatia e, consequentemente,
aumentando o risco de trombose venosa.®
Em individuos homozigotos FVL, oriscode
trombose venosa € cinguenta a cem vezes
maior que em pacientes homozigotos nor-
mais, enquanto em pacientes heterozigotos
o risco é de cinco a dez vezes® As maiores
Incidéncias de FVL s3o detectadas em pal- M P1 P2 P3 P4 P5 ND C+ HO
ses europeus.’” No Brasil, diversas pesqui- 2
sasindicaram que afrequénciado FVL po- Figura 1
deriavariar de 1,6% a2,6%.8°%° Entretanto,
tal incidéncia torna-se maior na popul acéo
do estado de Pernambuco (13,3%), sendo
evidenciada a potencializagdo do risco de
TV através da associacdo FVL e gendtipo
sanguineo ndo-0.112

Baseado na necessidade de avaliagcdo
e acompanhamento de pacientes com casos
de trombose venosa e prevencéo de seus
respectivosfamiliares, estetrabalho demons-
trou um modelo simples e preciso de discri-
minacdo alélica do fator V da coagulagéo
(G1691A) utilizando PCR emtemporeal.

Este estudo foi constituido por 67 pa-
cientescom histérico de TV e51individuos
sem histérico de tal evento, ambos os gru-
pos atendidos pelo Ambulatério de Doen-
¢as Trombdticas do Hospital da Fundagéo
Centro de Hematologia e Hemoterapia de
Pernambuco (Hemope). Foram col etados de
cada participante 3-5 mL de sangue em tubo
estéril (Vacutainer) contendo &cido etileno-
diamino tetracético (EDTA), sendo posteri-
ormente extraido o DNA utilizando-se o kit
comercial DNA GFX Genomic Blood DNA
Purification Kit (Amersham Biosciences)
seguindo as recomendagdes do fabricante.
Como experimento controle paradiscrimina-
cdoaédicadofator V foi utilizado PCR-RFLP
seguindo o protocolo de Ramos.’’ A diges-
t&o originou fragmentosde 120 e 42 pb quan-
do G estava presente naposi¢édo 1691 (alelo
normal), enquanto asubstituicdo G A (alelo
mutado, FVL) resultou em fragmentosde 162
pb para os portadores homozigotos e frag-
mentos de 162, 120 e 42 pb paraos portado-
res heterozigotos para a mutagéo, resultado
da perda do sitio de clivagem pela enzima
Mnll. Figura 2

162pb
120pb

42pb
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Por outro lado, adiscriminagéo alélicado fator V por
PCR em tempo real foi realizada utilizando aparelho ABI
Prism 7000 e kit comercial TagMan Universal PCR Master
Mix, ambos daApplied Biosystems. Cadareacéo foi cons-
tituidade 12,5 uL detampé&o universal PCR master mix 2x,
0,5 uL (10mM) da solugdo contendo iniciadores (5'-
CTGGGCTAATAGGACTACTT CTAATCTGT-3' e 5'-
CATGTTCTAGCCAGAAGAAATT CT CAGA-3) esondas
aelo-especifico (VIC-AGGCGAGGAATAC-MGB e FAM-
CAGGCAAGGAATAC-MGB), 9,0 uL dedguadeionizadae
3uL deamostrade DNA. A amplificacdo foi feitautilizando
aseguinte ciclagem: 50°C/2 min, 95°C/10 min e 50 ciclos de
95°C/15 s e 60°C/1 min. A mistura contendo iniciadores e
sondas foi sintetizada por encomenda a empresa Applied
Biosystems. A discriminagéo alélicado fator V por PCR em
tempo real foi baseada no polimorfismo nucleotidico Unico
G1691A, sendo utilizado fluoréforosVIC e FAM paramar-
car osnucleotideos G (alelo normal) eA (alelo mutado, FVL),
respectivamente.

Por PCR-RFL P foram diagnosticados 95 individuos
homozigotos normais, 21 heterozigotos e 2 homozigotos
FVL (Figural). Utilizando-se PCR em tempo real foram obti-
dosresultadosidénticos (Figura2). A maximasimilaridade
entre os diagnasticos obtidos pelos dois métodos (PCR em
tempo real e PCR-RFLP) indicaram precisgo significativado
novo experimento de discriminacdo alélica do fator V da
coagul acéo.

A deteccdo do fator VV Leiden por PCR em tempo real
utilizando o sistemaTagMan foi baseadanahibridizacdo de
oligonucl ectideo al el o-especifico com diferenciagdo de uma
Unicabase (G—A), sendo aidentificagéo alélicarealizadaa
partir de curvade utilizac&o dos respectivos oligos durante
areacdo em cadeia da polimerase (Figura 2). Happich®® e
Barrach'* também desenvol veram metodol ogias paradiscri-
minacédo alélicado fator V dacoagulagéo baseadas namuta
¢80 G1691A utilizando PCR em temporeal e PCR-RFLP, res-
pectivamente. Entretanto, a performance da nossa meto-
dologiareduziu o tempo de analise, eliminou etapas | abori-
osas de pés-PCR efacilitou demasiadamente avisualizagéo
do resultado sem alterar a precisdo do diagnéstico. Sendo
gue, para estabelecer as condi¢des de deteccdo do experi-
mento foi necessario somente gjustar as concentragdes dos
iniciadores e dos oligonucl eotideos al el o-especificos com-
pativeis com aamplificagéo do fragmento alvo. N&o houve
a necessidade de alterar qualquer outro parametro da rea-
¢d0. Além disso, contrastando com aPCR-RFL P adeteccéo
de ambos os alelos foi realizada numa Gnica etapa e num
unico tubo, fato que reduziu potencia mente o risco de con-
taminag&o por produto de PCR, haja vista que o diagndsti-
co érealizado numa Unica etapa sem a necessi dade de aber-
tura de tubos para andlise de produto de PCR.

Nossa metodologia ainda apresenta a vantagem de
discriminar alelos sem necessitar de formacgdo dos agrupa-
mentos homozigoto normal, heterozigoto e homozigoto FVL
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utilizada por Happich,®® o diagndstico é individualizado e
visualizado através das curvas de utilizagdo dos oligo-
nucleotideos marcados com fluorescéncia. Em suma, este
trabalho mostrou que adiscriminagdo eavisualizagéo alélica
dofator V por PCR emtempo real pode ser realizada por um
meétodo simples, preciso e seguro contra possivel contami-
nagao.

Abstract

Among cardiovascular diseases, venous thrombosis is important
due to the association between acquired and genetic risks factors.
Hereditary resistance to activated protein C has been identified as
the main cause of venous thrombosis, and is frequently associated
to the factor V Leiden mutation (G1694A). In homozygotic
individuals, the risk of venous thrombosis is 50 to 100 times higher
that in normal patients, while in heterozygotic patients the risk is 5
to 10 times higher. Based on the need of evaluation and follow up
of patients with venous thrombosis and prevention in their
respective families, a simple method of allelic discrimination of
coagulation V factor was developed using real time PCR. Sixty-
seven patients with a history of venous thrombosis and 51
individuals without venous thrombosis were selected for this study.
First, identification of the factor V allele was achieved through
conventional PCR followed by enzymatic digestion (Mnl).
Subsequently, diagnosis was attained by real time PCR. Both the
methods investigated the G1691A polymorphism using VIC and
FAM fluorophores to mark nucleotides G and A, respectively. By
PCR-RFLP, 95 individuals were diagnosed as normal homozygotes,
21 as heterozygotes and 2 as homozygotic factor V Leiden
individuals. The same results were obtained using real time PCR.
Maximum similarity between the results of real time PCR and
PCR-RFLP indicates high precision of the new method for allelic
identification and visualization of factor V Leiden. Rev. Bras.
Hematol. Hemoter. 2009;31(1):25-28.
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