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Introdugao

Defeitos na incorporagdo de N-glicanos nas proteinas humanas ocasionam um grupo
de doengas multissistémicas denominadas coletivamente disturbios congénitos de
glicosilagao (DCG). Os DCG manifestam-se na infancia com sintomas neurologicos
que incluem principalmente atraso psicomotor, ataxia, hipotonia e episodios de aciden-
te vascular cerebral. Varias proteinas do sistema hemostatico somente tornam-se
biologicamente ativas apos a glicosilagdo. O objetivo deste estudo foi avaliar os
anticoagulantes naturais (proteina S livre, proteina C e antitrombina) e os fatores da
coagulagao (VIII, IX e XI) em pacientes com DCG tipo 1. Foram avaliados 11 pacientes
com diagnostico positivo para DCG tipo I (trés do género masculino e oito do género
feminino), idade média de 5,6 anos, e oito pacientes com diagndstico negativo para
DCG(quatro do género masculino e quatro do género feminino), idade média de 4,5
anos (grupo-controle). O diagnostico de DCG tipo I foi realizado pela identificagdo do
padrdo de hipoglicosilagdo da transferrina plasmatica. Na avalia¢do dos anti-
coagulantes naturais pode-se observar reducdo dos valores de PS livre e PC e uma
redugdo marcante de AT, quando comparados com o grupo controle. Em rela¢do aos
fatores de coagulagdo ndo houve diferenga significativa para os fatores VIII e IX e
houve reducdo marcante do fator XI. Os resultados do presente estudo sugerem que a
deficiéncia combinada de anticoagulantes naturais é responsavel pelo estado pro-
trombotico observado em pacientes com DCG. Sugerimos também que a andlise dos
pardmetros hemostaticos seja realizada para pacientes com DCG quando apresenta-
rem sintomas clinicos de alteracdo do sistema hemostdtico e antes de procedimentos
invasivos. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2010,32(2):131-135.

Palavras-chave: Glicosilagdo,; trombofilia; fatores de coagulagdo sanguinea.

genes. Defeitos na incorporagdo de N-glicanos ocasionam
um grupo de doengas multissistémicas denominadas cole-

Grande parte das proteinas humanas sofre modifica-
¢oes pos-traducionais e uma das mais comuns ¢ a glico-
silagdo. A adicdo de carboidratos em glicoproteinas ¢ um
processo complexo que necessita da coordenagdo de muitos

tivamente disturbios congénitos de glicosilagao (DCG). Os
DCG sao reconhecidos atualmente como sindromes de
hipoglicosilag¢ao de proteinas."* A N-glicosilagao de prote-
inas ¢ um processo essencial nas células eucarioticas e a
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total auséncia de glicosilagdo ¢ incompativel com a vida.**

Os DCG sao herdados de forma autossémica recessiva
e apresentam em comum uma deficiéncia enzimatica especifi-
ca, que leva a distirbios na incorporacdo de agucares nas
glicoproteinas. Desde o reconhecimento da primeira forma
de DCG, em 1980, pelo menos 40 outras doengas ja foram
descritas e nomeadas DCG Ia - In, e DCG Ila - IIf, além de mais
algumas formas envolvendo outras vias de glicosilagdo.’

Os pacientes com DCG tipo I sdo identificados labora-
torialmente através da focalizagdo isoelétrica da transferrina,
que apresenta padrao de hipoglicosilagdo, com aumento das
fragdes asialica e dissialica. Para a classificag@o dos subtipos
de DCG tipo I (Ia - In) € necessario realizar exames comple-
mentares, tais como dosagem de oligossacarideos ligados a
lipidios, determinagdo da atividade de enzimas especificas e
pesquisa de mutagdes em genes identificados.?

O DCG tipo Ia ¢ a forma mais prevalente (83% dos ca-
sos de DCG tipo I) e ¢ causado pela deficiéncia da enzima
fosfomanomutase.>¢ Os principais sinais clinicos da doenga
sdo atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, atrofia cere-
belar, ataxia, hipotonia, dismorfias faciais, disfung¢ao hepati-
ca, cardiopatia, nefropatia, disturbio hormonal, coagulopatia
e episodios semelhantes ao acidente vascular cerebral (AVC)
isquémico (stroke-like). Amortalidade ¢ de 20% nos primei-
ros anos de vida, causada principalmente pela faléncia de
variados Orgaos.*”® A Figura 1 ilustra algumas dessas mani-
festagoes.

Em alguns subtipos de DCG, os pacientes apresentam
sintomas de sangramento gastrointestinal consequente a

fibrose hepatica progressiva e, de uma forma precoce e opos-
ta, cerca de 40% a 55% dos afetados por DCG apresentam
episodios semelhantes a AVC isquémico (stroke-like)."*° Essa
condi¢do de risco aumentado para eventos tromboticos €
justificada, em parte, pela reduc@o dos niveis plasmaticos de
antitrombina e das proteinas C e S. A reducdo do fator XI
também ¢ um achado comum nesses pacientes, embora ndo
esteja associado a eventos hemorragicos.>!?

Frente a esse cenario, o presente estudo teve como
objetivo avaliar anticoagulantes naturais (proteina S livre,
proteina C e antitrombina) e fatores de coagulagao (fator VIII,
fator IX e fator XI) em pacientes com diagnostico positivo de
DCG tipo I e em pacientes com fen6tipo semelhante, porém,
com resultado negativo para DCG.

Casuistica e Método

Este estudo recebeu parecer favoravel do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Rede Sarah de Hospitais de
Reabilitagao.

Os pacientes com suspeita de DCG foram selecionados
no ambulatorio de Genética da Rede Sarah. Os sinais clinicos
dos pacientes foram atraso de desenvolvimento neuro-
psicomotor ou retardo mental, além de, pelo menos, um dos
seguintes sinais: dismorfias faciais, ataxia, microcefalia, bai-
xa estatura, hipotonia ou diminuicéo de reflexos tendinosos
profundos.

O diagnostico confirmatorio de DCG tipo I foi realizado
pela identificagdo do padrdo de hipoglicosilagdo da trans-
ferrina com aumento das fragdes asialica e
dissialica.
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Para excluir a possibilidade de alteragao
dos niveis plasmaticos dos marcadores
avaliados decorrente de imaturidade relacio-
nada a idade, bem como para determinar a
especificidade dos achados bioquimicos, foi
composto um grupo controle constituido por
criancas de faixa etaria semelhante e com feno-
tipo proximo ao de DCG, porém, com diag-
nostico negativo para DCG.

Foram identificados 11 pacientes com
diagndstico positivo para DCG tipo I (trés do
género masculino e oito do género feminino)
com faixa etaria média de 5,6 anos; e oito paci-
entes com diagnostico negativo para DCG
(quatro do género masculino e quatro do
género feminino) com faixa etaria média de 4,5
anos, denominados como grupo controle.

Somente um paciente do grupo DCG

Normal

Figura 1. Relagao entre as manifestagdes clinicas e a extenséo da hipoglicosilagéo nos
pacientes com DCG. O triangulo simboliza o grau de N-glicosilagéo sobre as proteinas.
Os sintomas apresentados pelos pacientes estéo indicados na parte superior da figura
e as barras simbolizam a extensdo dos sintomas para os subtipos mais frequentes.

Figura adaptada.®

tipo I apresentou AVC isquémico aos 20
meses de vida associado @ miocardiopatia e
hemiplegia stbita persistente. Nao houve
relato de paciente com historico de eventos
hemorragicos.
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Amostras de sangue venoso, coletadas com citrato de
sodio 3,2%, foram obtidas para as dosagens dos marcadores
hemostaticos. As amostras foram centrifugadas a 2.500 g por
20 minutos e o plasma foi aliquotado, identificado e estocado
a-80°C até o momento da realizagao dos testes.

A PS livre foi determinada pelo método de ELISA atra-
vés do uso do conjunto diagnostico Asserachrom® Free
Protein S (Diagnostica Stago®, Asnicre, France). A determi-
nacdo da PC foi realizada através do uso do conjunto diag-
noéstico PC CHRO® (Diagnostica Stago®, Asniere, France)
pelo método cromogénico. A AT foi determinada pelo méto-
do cromogénico através do uso do conjunto diagnostico
Antithrombin® (Diagnostica Stago®, Asniére, France). Os
fatores VIII, IX e XI foram determinados pelo método
coagulométrico através do uso do conjunto diagndstico
PTTa® (Diagnostica Stago®, Asnicre, France) juntamente

Tabela 1. Marcadores hemostaticos - anticoagulantes naturais e
fatores da coagulagéo

Grupo-controle DCG I
n 8 11
Idade (anos) 45+3,0 56+4,6 ns
PS livre (%) 70,0+7,0 56,3 + 11,7 p = 0,009
PC (%) 89,6 + 14,3 61,5 + 26,1 p=0,014
AT (%) 105,1+ 11,0 53,6 + 25,2 p < 0,0001
VI (%) 158,6 + 44,5 176,3+ 41,0 ns
IX (%) 85,4+ 16,8 91,9+ 252 ns
X1 (%) 93,4+ 23,7 36,4+ 19,8 p < 0,0001

Valores das médias * desvios-padrdo (DP). ns = néo significativo,
PS livre = proteina S livre, PC = proteina C, AT = antitrombina,
VIl = fator VIII, IX = fator IX e X| = fator X|. Todos os resultados
séo expressos em porcentagem de atividade, com excecgao da PS
livre, que é expressa em quantidade de antigeno

2001 s —|
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o\o
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401
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com os plasmas deficientes em fator VIII, IX e XI (Diagnosti-
ca Stago®, Asniere, France). As dosagens coagulométricas
e cromogeénicas foram realizadas no aparelho STA Compact
(Stago®). Os valores de referéncia indicados pelo fabricante
para os marcadores analisado sao: PS livre - 61% a 128%; PC
-70%a 130%; AT - 80% a 120%; VIII - 60% a 150%; IX - 60%
a150% e XI - 60% a 140%.

Para as variaveis continuas foram calculados os valo-
res de média e desvio-padrao. O teste t de Student foi utiliza-
do para comparagéo dos grupos utilizando o programa Prism®
3.0. Valor de p menor que 0,05 foi considerado estatistica-
mente significativo.

Resultados

Os resultados obtidos neste estudo estdo apresenta-
dos na Tabela 1 e na Figura 2.

Na avaliacdo dos anticoagulantes naturais pode-se
observar redugao dos valores de PS livre ¢ PC e uma redugio
marcante de AT, quando comparados com o grupo controle.

Em relacdo aos fatores de coagulagdo, os pacientes
com DCG I apresentaram valores semelhantes ao grupo
controle para os fatores VIII e IX e redugdo marcante do fator
XI. Comparando com os valores de referéncia do fabricante,
pode-se observar um discreto aumento do valor médio de
fator VIIL

Discussao

E descrito na literatura que pacientes jovens com DCG
tipo [ apresentam alteragdes hemostaticas, tais como hemorra-
gias, episodios semelhantes a AVC isquémico (stroke-like) e
tromboses venosas.® O desequilibrio do sistema hemostatico,
possivelmente ocasionado pela alteragdo da
glicosilagdo das proteinas pré e anticoa-
gulantes, ¢ sugerido como uma provavel
etiologia para a ocorréncia desses eventos.*!!

Embora todos os fatores de coagulagao
sejam glicoproteinas, sabe-se que somente
alguns se apresentam reduzidos nos
pacientes com DCG.'* Varios mecanismos tém
sido propostos para o efeito da hipoglico-
silagdo na atividade dos fatores hemos-
taticos: aumento do clearance hepatico, re-
dugdo da estabilidade da proteina (alterag@o
da solubilidade, viscosidade, carga e/ou
desnaturacao) ou redugdo direta da ativida-
de da proteina sem perda quantitativa.'®!?

} p<0.00014

PSlivre PC AT il IX

Figura 2. Distribuicdo dos valores de proteina S livre (PS livre), proteina C (PC),
antitrombina (AT), fator VIII (VIII), fator IX (IX) e fator XI (XI). As barras em branco
correspondem ao grupo-controle e as barras em negro correspondem ao grupo DCG
tipo I. Todos os resultados sao referentes a atividade, com excegéo da PS livre que é

antigeno

Xl A deficiéncia de anticoagulantes natu-
rais € reconhecida como fator de risco para
eventos tromboticos em adultos e criangas,
entretanto, pouco se conhece sobre a redu-
¢do discreta e simultdnea de mais de um anti-
coagulante natural. No presente estudo, os




Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2010;32(2):131-135

Soares AL et al

niveis de PS livre e PC apresentaram-se reduzidos e,
notadamente, a maior redugdo observada entre os anti-
coagulantes naturais foi em relagdo a antitrombina (p<0,0001),
confirmando relatos anteriormente publicados.®*!313

A redugdo do fator XI em individuos com DCG tipo I ja
esta bem documentada na literatura.>” No presente estudo
também foi observado redugdo significativa dos niveis de
fator XI (p<0,0001). A deficiéncia de fator XI ¢ uma condigao
que, isoladamente, predispde os portadores a eventos
hemorragicos. Entretanto, ha concordancia entre alguns es-
tudos de que a deficiéncia de fator XI, na magnitude obser-
vada nos individuos com DCG tipo I, ndo ocasiona diatese
hemorragica.'”” Os dados apresentados no presente estudo
apontam nesse mesmo sentido, ja que ndo foram observados
eventos hemorragicos em nossos pacientes.

Os fatores da coagulacdo vitamina K dependentes (11,
VII, IX e X) normalmente ndo sdo afetados pela hipo-
glicosilagdo."® No presente estudo pode-se observar que ne-
nhum individuo apresentou resultado alterado do fator IX.

Nao ha concordancia na literatura em relagdo aos ni-
veis plasmaticos de fator VIII nos pacientes com DCG tipo I,
tendo sido relatados niveis reduzidos, normais e aumenta-
dos.™**!1No presente estudo foi possivel observar um dis-
creto aumento do valor médio do fator VIII em relagdo ao
valor de referéncia do fabricante. O aumento de fator VIII,
também é reconhecido como um fator de risco independente
para eventos tromboticos.!” Nenhum participante deste es-
tudo apresentou sinais e sintomas de processos inflamatori-
os ¢/ou infecciosos, descartando o possivel aumento do fa-
tor VIII ocasionado por processo agudo.

Especula-se que a reducdo combinada dos antico-
agulantes naturais, observada no presente estudo e em ou-
tros,'*!? associada ao aumento do fator VIII, possa explicar,
pelo menos em parte, os episodios similares a AVC isquémico
(stroke-like), observados em pacientes com DCG tipo I. E
descrito também que os eventos tromboticos tendem a ocor-
rer na faixa etaria de 4 a 15 anos.*No presente estudo, apenas
um paciente apresentou acidente vascular isquémico, em
idade bem mais precoce, aos 20 meses de idade. Como
diversos pacientes deste estudo sdo menores de 4 anos, ndo
se pode descartar que alguns deles ainda venham a apresen-
tar esses eventos.

Alteragoes laboratoriais de marcadores hematoldgicos
estdo presentes nos pacientes com DGC tipo I, independen-
te da ocorréncia de eventos trombdticos ou hemorragicos
prévios. Acredita-se que o equilibrio hemostatico desses
pacientes encontre-se no limite, favorecendo o estado pro-
trombotico. Quaisquer condigdes clinicas como infeccgao,
estresse metabolico, imobilizacdo prolongada, desidratagao,
procedimentos cirtirgicos ou outra condigdo ocasional que
favoreca o estado pro-coagulante podem levar ao desenca-
deamento do evento trombotico.'®

Van Geet et al' relataram alteragdes plaquetarias em
pacientes com DCG tipo I. No referido estudo foi observada

agregacao espontanea de plaquetas e esse fato pode ser
um fator de risco adicional associado ao estado pro-trom-
botico.

Até o presente momento nao ha consenso na literatura
quanto a tratamento preventivo para trombose nesses paci-
entes. Alguns autores especulam sobre o uso do acido acetil-
salicilico como profilaxia secundaria. Para pacientes com DCG
que apresentem complicagdes hemorragicas o uso de medi-
camentos que alterem o mecanismo hemostatico esta contra-
indicado.®!¢1#

Sugerimos que a analise de parametros hemostaticos
seja realizada para pacientes com DCG antes de procedimen-
tos invasivos ou quando apresentarem sinais clinicos de al-
teragdo do sistema hemostatico. Estes parametros podem,
ainda, ser utilizados como marcadores auxiliares no diagnos-
tico laboratorial de DCG tipo L.

Estudos complementares sdo de grande interesse para
a ampliagdo dos conhecimentos sobre a hemostasia nos pa-
cientes com DCG tipo I. Marcadores como GPIb de plaquetas,
trombomodulina, fator de Von Willebrand, Adamts 13, inibidor
do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e dimero D podem
contribuir para melhor compreensdo das alteragdes e dos
processos envolvidos na regulagdo hemostatica dos paci-
entes com DCG tipo I.

Abstract

Defects in the biosynthesis of N-linked human protein glycosylation
leads to a group of multisystem disorders collectively called
congenital disorders of glycosylation (CDG). CDG present in
infancy with neurologic symptoms that include psychomotor
retardation, ataxia, hypotonia and stroke-like episodes. Many
haemostatic system proteins only present biological activity after
glycosylation. The aim of this study was to evaluate coagulation
inhibitors (free protein S, protein C and antithrombin) and
coagulation factors (VIII, IX and XI) in CDG type I patients. Eleven
patients with CDG type I (three males and eight females) with a
mean age of 5.6 years old, and eight patients without CDG (four
males and four females) with a mean age of 4.5 years old (control
group) were evaluated. The diagnoses of CDG type I were
confirmed by isoelectric focusing of serum transferrin. When
coagulation inhibitors were evaluated, decreased activity of free
protein S and protein C, and a pronounced reduction of
antithrombin were observed compared to the control group. There
was no significant difference for coagulation factors VIII and IX
but a markedly decrease in factor XI. The present results suggest
that a combined deficiency of coagulation inhibitors is responsible
for the pro-thrombotic state observed in CDG patients. We
recommend that a haemostatic analysis should be performed in
CDG patients with clinical haemostatic manifestations before
invasive procedures are performed. Rev. Bras. Hematol. Hemoter:
2010,32(2):131-135.

Key words: Glycosylation; thrombophilia; blood coagulation
factors.
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