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TS resumo

Fator V de Leiden A incidéncia de trombose venosa profunda (TVP) em criancas (0 a 18 anos) é baixa. O objetivo desse
trabalho é estudar uma crianca de 12 anos que, ap6s um trauma, apresentou TVP. Atividades de proteina
C, proteina S, antitrombina e resisténcia a proteina C ativada (RPCA) foram analisadas em coagulémetro.
O fator V de Leiden (FVL) foi pesquisado. O paciente e seu pai (assintomatico até o momento) foram
heterozigotos para FVL e sua mée foi homozigota normal. Concluimos que o FVL associado a outras
condicdes clinicas tende a ser multiplicativo para a ocorréncia de trombose, que é multifatorial.
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abstract IS

The incidence of deep venous thrombosis (DVT) in children (0-18 years old) is low. The aim of this study was | Factor V Leiden
to investigate the case of a 12 year-old child that had DVT after a trauma. Protein C and protein § activities,
antithrombin and resistance to activated protein C were analyzed in coagulometer. Factor V Leiden (FVL)
was studied. The patient and his father were heterozygotes for FVL. His mother was normal homozygote. We
concluded that the presence of FVL associated with other medical conditions tends to multiply the occurrence
of thrombosis, which is a multifactorial disease.
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Introducao

Doencas hereditérias causadas por mutacdes em fatores
da coagulagao sdo causadoras de enfermidades trombofilicas.
Entre elas, tem-se o fator V de Leiden (FVL), considerado a
principal causa de trombofilia hereditaria® >. O fator V ou
fator Labil, presente em individuos normais, € uma globulina,
glicoproteina de 330 KDa, sintetizada em hepatdcitos e me-
gacariocitos. Contém 10% a 20% de carboidratos e é inativa-
do pela remoc@o da pendltima galactose. No organismo esse
fator é ativado pela trombina, formando, juntamente com o
fator Xa e fons célcio, o complexo chamado protrombinase.
Na superficie fosfolipidica da membrana plaquetéria, o com-
plexo transforma a protrombina em trombina®®.

Existem evidéncias claras de que o processo € in-
fluenciado pela complexa interacdo de fatores genéticos
e ambientais, que recebem a denominacdo genérica de
fatores de risco. A caracterizacdo dos fatores de risco para
o tromboembolismo venoso (TEV) representa etapa funda-
mental para compreensao da patogénese dessa entidade
clinica. Fatores de risco adquiridos para TEV incluem idade
avancada, imobilizacdo prolongada, cirurgia, fratura dssea,
uso de contraceptivo oral, gestacdo, puerpério, neoplasias
e trauma® & ™,

A resisténcia a proteina C ativada (RPCA) é, em 95%
dos casos, decorrente de uma mutacdo no fator V da
coagulagdo: uma transicdo guanina — adenina na posi¢ao
1691 do gene, resultando na substituicdo de arginina (R)
por glutamina (Q) na posicdo do aminoacido 506 (que
constitui sitio de clivagem da proteina C ativada na molé-
cula do fator V, servindo de mecanismo anticoagulante).
O fator V resultante é resistente a neutralizacdo mediada
pela proteina C ativada, o que resulta no fenétipo de RPCA.
O FVL é associado a um estado de hipercoagulabilidade e
susceptibilidade aumentada para ocorréncia de TEV. O FVL
aumenta o risco de TEV em aproximadamente trés a oito
vezes em heterozigose e 50 a 100 vezes em homozigose.
A mutacdo é altamente prevalente e pode ser investigada
por ensaio baseado no tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA), por plasma deficiente em fator V ou por
técnicas de analise génica baseadas em ampliagdo por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do exon 10 do fator
V@612 A prevaléncia do FVL é de 2% a 7% em populagdes
caucasoides e é identificado em 20% a 50% nos pacientes
acometidos de TEV@.

Geralmente o evento tromboembdlico ocorre pouco
depois do trauma®: . A literatura também registra a ocor-

réncia de trombose espontanea em ratos homozigotos para
o fator V de Leiden®@.

Relato do caso

O paciente tinha 12 anos de idade quando apresentou
tosse seca, dispneia, picos febris e edema de membro
inferior esquerdo horas ap6s contusdo futebolistica. O
diagndstico foi de trombose venosa profunda com 13 dias
de internacdo. Apés alta médica, o paciente desenvolveu
complicagéo pés-trombética na forma de dlcera varicosa e
0 membro permaneceu edemaciado. O avd paterno teve
morte slbita por trombose, porém os avds maternos ndo
registraram episédio de trombose até o momento.

Materiais e métodos

A entrevista s6 ocorreu apds consentimento livre e es-
clarecido dos pacientes ou responsaveis, segundo o c6digo
de Helsinque (2001).

Os exames foram realizados no Laboratério de Biologia
Molecular da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de
Pernambuco (HEMOPE). Os kits dos reagentes comerciais
(ativador de proteina C, fator Xa bovino, plasma humano
deficiente em fator V e controle de proteina S) foram adquiri-
dos em Barcelona, Espanha, na Instrumentation Laboratory,
a enzima de restricdo utilizada foi a Taq Polimerase
(Gibco-BRL, EUA), os Primers e tampdes foram da Pharma-
cia, Brasil, marcadores de peso molecular,Gibco-BRL, EUA, e
o DNA foi extraido por técnicas convencionais utilizando-se
kits comerciais (Gentra Systems, Inc., Minneapolis, EUA).

Uma amostra de 9 ml de sangue venoso foi extraida de
veia periférica e colocada em tubo estéril, tipo Vacutainer, com
anticoagulante 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA).

Plasma pobre em plaquetas foi preparado por centrifuga-
¢do a 3.000 g durante 20 minutos, a 4°C. As amostras foram
colocadas em tubos de poliestireno, armazenadas a 70°C e
descongeladas imediatamente antes do procedimento.

Os ensaios para determinacdo dos genétipos fator V
G1691A e protrombina G20210A foram feitos por reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) e a andlise por enzimas de
restricéo. As atividades de proteina C (PC) e antitrombina (AT)
foram medidas em um analisador ACL 7000 (Instrumentation
Laboratory), utilizando-se substratos cromogénicos
(Instrumentation Laboratory). O antigeno proteina S (PS)
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livre, PS total e antigeno PC foram medidos utilizando kits
comerciais (Gentra Systems, Inc., Minneapolis, EUA).

Os padroes eletroforéticos para o FVL esperados apds
o tratamento com as enzimas de restricdo foram normais
120 e 42 pares de base (pb); heterozigotos 162, 120 e 42
pb; e homozigotos 162 pb.

Os padrdes eletroforéticos esperados para mutacéo da
protrombina G20210A foram normais 322 e 23 pb; hete-
rozigotos 345, 322 e 23 pb; e homozigotos: 345 pb.

Resultados

O estudo do tempo de tromboplastina parcial ativada
revelou resultado normal. As avaliacdes das atividades
plasmaticas de proteina C, proteina S, antitrombina e a
dosagem do fibrinogénio apresentaram-se dentro da faixa
de normalidade (Tabela 1).

Atividades plasmaticas de proteina C,
proteina S, antitrombina e dosagem de

fibrinogénio do paciente com trombose e
Tabela 1 EHINLE

Proteina Proteina
C(%) S(%)

Antitrombina  Fibrinogénio

Paciente 65 71 100 2,66
Pai 121 141 93 2,08
Mae 137 125 108 2,99

O paciente e seu genitor apresentaram RPCA, logo,
heterozigotos para FVL. A genitora teve resultado negativo
para RPCA (Tabela 2).

Caracteristicas clinicas e laboratoriais

de uma familia com RPCA devido a
LEl = E Al mutacdo arginina — glutamina

Relacao

suio %41

Membro  Historiade Razao  doalelo normal
da familia  trombose RPCA* Arginina - para
Glutamina RPCA

(%)

Mae Nao 2.45 Normal +29
Pai Nao 1.74  Heterozigoto ~ -21
Paciente Sim 1.6 Heterozigoto  -27

*Valores normais entre 2,2 e 4,6 no homem e entre 1,9 e 4,4 na mulher.
RPCA: resisténcia a proteina C ativada.

O paciente e seu genitor apresentaram padrdes de
migracdo em eletroforese em gel de agarose na pesquisa
do FVL semelhantes: 162, 120 42 pb. A migracdo do
DNA materno apresentou duas bandas: 120 e 42 pb
(Figura 1).

Figura 1 - Pesquisa do fator V de Leiden na crianga e em seus pais. Raia 1: mée; raia
2: pai; raia 3: paciente; raia 4: heterozigoto-controle; raia 5: ndo-digerido; raia 6: dgua
Milli Q; eaia 7: marcador de peso molecular

A pesquisa do FVL no paciente e nos seus genitores
evidenciou resultados compativeis com a presenca do alelo
fator V R506Q em heterozigose para o paciente e seu pai?”’
e auséncia do FVL na sua mde (Figura 1).

Para pesquisa da mutacao G20210A da protrombina,
que é a segunda causa de trombose hereditaria®'®, os trés
membros da familia apresentaram padrdes normais de
migracdo com 322 e 23 pb. Ndo foi identificada a mutagao
G20210A da protrombina no paciente estudado ou em
seus pais (Figura 2).

Figura 2 - Pesquisa da mutagdo G20210A da protrombina no paciente com trombose
venosa profunda e em seus pais. Raia 1: marcador de peso molecular; raia 2: mde;
raia 3: pai. raia 4: paciente, raia 5: controle-negativo; raia 6: néo-digerido; raia 7:
dgua Milli Q
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Discussao

A metodologia utilizada neste trabalho é de uso
padronizado em laboratério de analise clinicas, com kits
reagentes comercialmente disponiveis no mercado. A
identificacdo das mutacbes nas deficiéncias hereditérias
de anticoagulantes nao é praticavel por apresentar consi-
derével heterogeneidade genética®.

Nao foi identificada a mutacdo da protrombina no
paciente ou em seus pais. Este achado teria relacdo com
a evolucdo clinica do paciente e seu pai, até agora assinto-
maético. Ndo ocorreu recorréncia de trombose no paciente
até o momento. O risco de recorréncia de trombose venosa
em heterozigotos para o FVL parece ser semelhante aos
nao-portadores da mutacao™.

Cerca de 25% dos portadores do FVL desenvolvem
trombose antes dos 40 anos. Fatores ambientais e ad-
quiridos, como o pés-operatério cirdrgico e o trauma,
tém papel desencadeante. Os membros inferiores e a
pelve sdo os locais mais frequentemente acometidos pelo
tromboembolismo venoso. Nos Estados Unidos, a sua
prevaléncia é de 600 mil casos por ano, sendo responsa-
vel por 5% a 10% de todas as mortes hospitalarest'®. O
paciente sofreu trombose venosa profunda de membro
inferior esquerdo.

Portadores do FVL em heterozigose tém aumento de
sete a oito vezes no risco para trombose venosa, enquanto
em homozigose o risco sobe para oitenta vezes®. O pacien-
te apresentou FVL em heterozigose e sofreu um episédio de
trombose muito jovem. Durante a hospitalizacdo o paciente
fez uso de varfarina sédica (Marevan) e heparina. Até o
momento desta publicacdo, estd sob acompanhamento
médico e sob uso de cumarinico com ajustes periddicos, de
acordo com o INR. Néo apresenta registro de recorréncia
de trombose.

Os pacientes com o FVL tém menor risco para
trombose que os portadores de deficiéncias de protei-
na C, proteina S e antitrombina e podem permanecer
assintomaticos, apresentando um primeiro episddio
tromboembélico depois dos 60 anos®. O avd paterno
do paciente sofreu infarto fatal aos 58 anos e poderia ser
portador do FVL.

O paciente estudado teve trombose apds um trauma,
episédios de trombose venosa profunda e embolia pul-
monar sdo muito frequentes apds traumas e cirurgias,
causando morbidade e mortalidade na populagao?: 4.
A associacdo entre o episédio de trauma e a presenca
do FVL em heterozigose provavelmente precipitaram o
evento trombético neste jovem paciente. Mecanismos
protetores individuais precisam ser pesquisados para
explicar o fato do seu pai ainda néo ter tido trombose.
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