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A Deus,

“Obrigada Senhor, pelo dom precioso da vida. Esta vida
que generosamente nos destes e pela qual nos sentimos
responsaveis. Obrigada por nossos pais, irmds, amigos,
professores, por todos quanto fizeram parte dessa nossa
histéria e nos ajudaram a Crescer € a sermos mais gente.
Obrigada por esta etapa vencida, por nosso passado e por
nosso futuro. Receba em tuas médos, nossa alegria e
eterna gratiddo. Que tua constante presenca ilumine
sempre nosso futuro...”



Aos meus pais,

“Dou-lhes o sorriso que trago em minha face. O sorriso do
trabalho, da luta, do carinho, da crenca ¢ da esperanga que
um dia espero ver nas faces dos meus filhos. Dou-lhes
também uma parte do meu futuro, futuro do qual vocés
abriram maos dos seus para nos reservar um melhor. Dou-
lhes ainda todo trabalho que eu possa desprender, para fazer
brilhar esta heranga, torna-los notorios € dignos de respeito.
Pai, mie, apenas dou-lhes; pois tudo o que tenho feito foi
receber...”

As minhas irma3s,

“Na constru¢io de uma grande peca teatral, a presenca de
todos, é imprescindivel. Ndo existira um cenario, se nao
houver quem o construa. Nio existira luz, se ndo houver
quem o ilumine. N&o existira som, se ndo houver quem o
projete. Por tras dos bastidores, estdo os grandes responsaveis
pela realizagdo € andamento da pega. Da nossa grande
peca...A vida.’



Ao meu orientador,

‘Sabios sdo aqueles que estudam como s¢ fossem viver
eternamente e vivem como se fossem morrer amanhd; que
educam sempre através do exemplo; que pensam que tudo o
que realizaram ¢ sempre pouco em comparagdo com o resta
fazer. Escravo é aquele que se entrega a sdfrega € insaciavel
fome de poder, vencendo sua dignidade e anestesiando sua
consciéncia. Livre é o homem que enriqueceu com a cabeca
erguida e que, podendo pisar € esmagar, recolheu e ajudou.
Homem é aquele que, demolindo os medos e os preconceitos,

ampliou-se, auto afirmou-se € cresceu.”

Aos amigos e funcionarios do laboratério de Genética
Molecular e do Departamento de Genética e Bioquimica
/

‘Pode-se comprar o tempo de um homem, pode-se também
comprar-lhe certas atividades. Mas ndo se pode comprar
entusiasmo, iniciativa, lealdade, nem devogdo de espirito, de
coracdo, de alma. Estas coisas necessita-se conquistar! Muito
obrigada a vocés que enriqueceram a nossa luta, animaram
nosso trabalho, que sotriram, que ouviram nossas queixas.
Muito obrigada a vocés, ndo importa quantos nomes voces
tenham....”



Resumao:

Uma Gnica mutagdo de ponto no gene fator V (Arg 506 Gln) que leva a resisténcia a
proteina C ativada (APC) ¢ um fator de risco comum para o tromboembolismo venoso. O
fenotipo da resisténcia a APC esta associado a heterozigose ou homozigose para o fator V de
Leiden, o qual caracteriza-se pela substitui¢ao de uma guanina por uma adenina no
nucleotideo 1691, codon 506, do exon 10. A heranga a trombofilia causada pela presenga do
fator V mutante € a mais conhecida e prevalente, sendo um defeito genético bem definido
associado com a ocorréncia de trombose venosa. Porém, ainda ndo esta claro se o fator V de
Leiden predispde ao infarto do miocardio. Para determinar 2 correlagdo genética entre o fator
v de Leiden e o infarto do miocardio, amostras de DNA de 57 pessoas foram analisadas;
sendo 36 infartadas e 21 saudaveis. Nao foi encontrada diferenca significativa entre a
distribuicdo de alelo mutante quando os grupos foram comparados. A analise estatistica feita
pelo software STATISTICA nio estabeleceu correlagdo estatisticamente significativa entre oS
fatores analisados. Assim, no presente estudo, a presenca do fator V de Leiden ndo predispde

a0 infarto do miocardio.

PALAVRAS CHAVE! Trombose- fator V de Leiden- infarto do miocardio.
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1- Introducao

O tromboembolismo venoso, com uma incidéncia anual de 1/1000, ¢ um sério
problema médico causando sofrimento e mortes ocasionais (Goldhaber ef al., 1994, Allaart ef
al, 1994). A trombose tende a ocorrer em conjungdo com cirurgias, fraturas, estados
inflamatorios, imobilizagdo, gravidez, e uso de contraceptivos orais; demonstrando que
fatores circunstanciais de risco tém importancia na patogénese. Adicionalmente, a trombose ¢
muitas vezes familiar, sugerindo 0 envolvimento de fatores de risco genéticos (Miletich ef al.,
1993; Allaart et al., 1994).

Os defeitos genéticos anteriormente conhecidos pela sua associagdo com a trombofilia
eram deficiéncias de proteina C, proteina S, antitrombina 11 e disfibrinogenemia. Entretanto,
juntos, eles ocorrem em somente 5% a 10% dos casos. (Hijboer et al.,1990; Tabernero ef al.,
1991; Allaart ef al, 1994). Recentemente, a heranca da resisténcia a agao anticoagulante da
proteina C ativada (APC) foi encontrada como um fator envolvido na trombofilia (Dahlback
et al., 1993).

A resisténcia 4 proteina C ativada ¢ uma anormalidade hemostatica que
frequentemente causa trombose e trata-se de uma heranga, aparentemente, autossomica
dominante (Dahlback et al., 1993; 1995 a).

A proteina C ¢ ativada pelo complexo trombina-trombomodulina, na sua forma ativada
(APC), e cliva os fatores de coagulagdo Va e Vlia, limitando a formagdo de coagulos
sangiiineos (Esmon 1993, Shen ef al., 1994).

Uma mutagio no gene fator V, localizado no cromossomo 1q 21-25 e contendo 25

exons com mais de 80 Kb, esta sendo identificada como base molecular para muitos casos de



resisténcia a proteina C ativada (Bertina et al., 1994). O fator V alternativo, conhecido como
fator V de Leiden, tem uma muta¢do de guanina para adenina (G—A) no nucleotideo 1691
que converte arginina (Arg) 506 para glutamina (Gln). A proteina C ativada cliva o fator V
normal no sitio R 506 enquanto o fator V de Leiden, Q506R, ¢ resistente a clivagem (Garcia-
Gala. et al., 1997).

A associacdo entre a mutagio do fator V Q506R e o risco de tromboembolismo venoso
esta sendo claramente estabelecida (Dahiback, 1995 b). Co-segregagdo de trombose com a
mutacdo tem sido demonstrada em estudos de grandes familias, nas quais heterozigotos ¢
homozigotos para a mutagdo tém um aumento do risco de sofrer trombose de 5 a 10 vezes €
de 50 a 80 vezes, respectivamente (Zoller et al., 1994; Beufé et al., 1995, Rosendall et al.,
1995).

Provavelmente, a formagdo € o crescimento de trombos ¢ causado pela ativagdo local
do sistema da coagulagdo, combinado com um disturbio no balango entre coagulagdo e
reacdes fibrinoliticas, favorecendo a formacao de coagulos. Acredita-se que os defeitos
genéticos do sistema de coagulagdo possam desencadear outras doengas complexas, como 0
infarto do miocardio, derrames, eclampsia, pré-eclampsia e diabetes (Rosendaal ef al., 1997).

A resisténcia a proteina C ativada, com deficiéncia para clivar e inibir o fator Va, pode
levar a uma incontrolavel coagulagio e formagio de trombos, provavelmente, segundo Holm
et al. (1994) a presenga do fator V de Leiden contribuiu para casos de infarto do miocardio em
seus pacientes.

Defeitos genéticos do sistema de coagulagdo, como deficiéncias de proteina S ¢
proteina C, resisténcia a proteina C ativada e outros, sio associados com a doenga de
tromboembolismo venoso, porém poucas pesquisas tém associado estes defeitos ao risco de
infarto do miocardio. Na tentativa de demonstrar se o fator V de Leiden é um fator de risco
para o infarto do miocardio, esse trabalho teve por objetivo geral, por meio de técnicas de
genética molecular, a analise do genotipo do gene fator V de pacientes infartados e de ndo
infartados. Para tal, os seguintes objetivos especificos foram realizados: (a)-amplificagdo de
um fragmento de 223 bp, pertencente ao codon 506, pela PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase); (b)-genotipagem dos individuos por meio de (b-1)-restrigio enzimatica com Mn/
I e (b-2)-LIS-SSCP (Conformagao Polimorfica de Fita Simples em Baixa Concentragao
I6nica); (c)-calculo da frequiéncia génica do alelo mutante pela equagdo do Equilibrio de
Hardy-Weinberg, ¢ (d)-calculo da correlagdo genética entre o fator V de Leiden e 0 infarto do
miocardio pelo software STATISTICA.



2-Revisio Bibliografica

A heranca de defeitos na coagulagio sangiiinea é conhecida ha seculos pelo fato de
provocar desordens vitais no sangue. Mas em contrapartida, a existéncia de desordens
relacionadas a heranca da trombose estao sendo observadas somente ha poucas décadas (De
Stefano et al., 1996).

A trombose venosa ¢ a obstrucdo da circulagio pelos coagulos que s3o formados
localmente nas veias ou pelos trombos que s3o liberados de outras partes. Os sitios usuais de
formagio de trombos sao as veias superficiais e profundas das pernas, mas isto também pode
ocorrer nas veias do cérebro, retina, figado € mesenterio.

O envolvimento de fatores genéticos foi reconhecido em pesquisas feitas com grupos
familiares nos quais haviam ocorrido eventos de trombose venosa (trombofilia familiar); 20 a
30 por cento dos pacientes com trombose, que foram pesquisados, tinham no minimo um
parente com trombose. Por outro lado, estudos clinicos revelaram que condi¢des adquiridas
como trauma, cirurgias, imobilizago, gravidez, o puerpério e o uso de contraceptivos orais
sio importantes fatores de risco para a trombose venosa (Bertina & Rosendaal,1998).

A primeira heranga de deficiéncia a antitrombina (AT) foi descrita por Egeberg (1965)
€ por muitos anos a deficiéncia dessa proteina anticoagulante de ocorréncia natural foi a unica
causa identificada de heranga a trombofilia. A trombofilia herdada foi definida como uma
tendéncia geneticamente determinada ao tromboembolismo venoso que caracteristicamente
ocorre na idade jovem (entre 40 e 45 anos) sem causas aparentes € tendéncia a ocorrer

periodicamente.



Na década de 80 houve uma explosdo de novos conhecimentos, com identifica¢ao da
primeira deficiéncia de proteina C (Griffin e al., 1981) e a deficiéncia de proteina S (Comp e?
al., 1984, Schwarz et al., 1984) como causas adicionais da trombofilia herdada. Contudo,
esses trés defeitos juntos somente ocorrem €m menos de 15% dos casos selecionados de
trombose venosa juvenil e ou recorrente ¢ em menos de 10% dos casos ndo selecionados
(Allaart et al., 1994).

Recentemente, a heranca de resisténcia a acdo anticoagulante da proteina C ativada
(APC) foi identificada como um fator envolvido na trombofilia. Observou-se, €m amostras de
plasma, que certos individuos com trombofilia herdada eram resistentes a agdo anticoagulante
da proteina C ativada, uma protease gerada pelo sistema anticoagulante trombomodulina-
proteina C que inativa oS fatores da coagulagio V e VIII ativos (Va e Vlila) (Dahlback et al.,
1993). Em muitos casos, a resisténcia 2 APC ¢é causada por uma {inica mutag¢do de ponto no
gene do fator V, a qual leva & troca da Arg 506 pela Gln: A Arg 506 esta localizada em um
dos sitios de clivagem da APC no fator Va, € 0 fator Va mutado é menos sensivel do que 0
fator Va normal & inativagao mediada pela APC. Tal fato, causa um estado de
hipercoagulagao pela redugdo do grau de inativacdo do fator Va (Bertina et al., 1994;
Greengard ef al., 1994). Esta é a causa mais freqiiente de trombofilia herdada, ocorrendo em

20% a 50% dos casos (Griffin ez al., 1993; Svensson & Dahlbiack, 1994).

2.1-O sistema proteina C, um anticoagulante natural

Em resposta a injuria vascular, o fator VII liga-se ao fator exposto do tecido, iniciando
uma cascata de reacdes que resulta na formacdo de trombina (Furie, 1988; Nemerson, 1988,
Davie et al., 1991) (Quadro-1). A trombina ativa plaquetas, converte fibrinogénio a fibrina, ¢
ativa os fatores VIII e V (para Vllla e Va). Os fatores VIila e Va ligam-se as plaquetas
ativadas e servem como receptores/cofatores para as enzimas proteoliticas fatores 1Xa e Xa
respectivamente. (Kane er al., 1988; Jenny e? al., 1994). O fator IXa ativa o fator X, o fator
Xa retorna ativando protrombina a trombina. Os fatores VIlla e Va aumentam 2 eficiéncia
catalitica das respectivas enzimas em mais de 1000 vezes. No sitio de injuria vascular, a
amplificagio da cascata de reagdes da coagulagao resulta na geragdo explosiva de trombina €
coagulagdo. Em contraste, nos vasos intactos a trombina realiza uma fun¢ao completamente
diferente como um iniciador do sistema anticoagulante da proteina C (Walker et al., 1992,

Esmon, 1993 a).



A trombina liga-se com alta afinidade a um receptor conhecido como trombomodulina (TM),
o qual esta presente na superficie das células endoteliais. Quando ocorre essa ligagao. a
trombina perde suas propriedades procoagulantes e torna-se um potente ativador de proteina
C. APC cliva e inativa os corpos fosfolipidicos dos fatores Va e VIlla, resultando na inibigdo
da coagulagdo. Duas proteinas plasmaticas, proteina S e fator V, potencializam a atividade
anticoagulante da APC. No plasma humano, APC é lentamente neutralizada pela atividade, de
no minimo, trés diferentes inibidores de proteinase. A longa meia-vida da APC e sua
especificidade para as formas ativadas dos fatores V e VIII s@o pré-requisitos para a sua
propria fungdo como anticoagulante circulante in vivo (Esmom, 1993b; Shen ef al., 1994).
Sob condicdes fisiologicas normais o balango dos mecanismos coagulante ¢
anticoagulante favorece a anticoagulagdo. Entretanto, nos sitios de injiria vascular, o sistema
anticoagulante age moderadamente ¢ as forgas procoagulantes prevalecem, permitindo a
ocorréncia de coagulagdo sangiiinea extravascular enquanto a fluidez intravascular € mantida

(Dahlback, 1995 a).

2.2-Fatores V1lia e Va, substratos para a APC

Os fatores VIII e V sdo glicoproteinas homologas de alto peso molecular (Mr =
300.000) a concentragdo no plasma do fator VIIla (0,1 a 0,2 mg/L) € 50 a 100 vezes menor do
que a do fator V (= 10mg/L) (Fay, 1993, Jenny et al., 1994; Kane et al., 1988). Ambas
proteinas, sao sintetizadas como proteinas precursoras de cadeia tGnica. No seus estados
precursores, os fatores V e VIII expressam pouca ou nenhuma atividade procoagulante.
Precocemente, durante a ativagdo da coagulagdo do sangue, eles estao completamente
ativados, limitando a proteolise pela trombina ou pelo fator Xa. A APC, especificamente,
degrada os corpos de membrana dos fatores Va e VlIla, entretanto os fatores V e VIII inativos
s3o substratos pobres para APC. Varios corpos peptidicos dos fatores Va € VIlla sdo clivados
pela APC. No fator Va, a APC medeia a clivagem correspondente a Arg 506 correlacionada a
queda da atividade do fator Va. Porém, esta clivagem ¢ insuficiente para a completa
inativagdo do fator Va, e recentes descobertas sugerem que a clivagem na Arg 306 também
seja requerida (Kalifatis ef al., 1993). No fator VIII a clivagem da Arg 562 no dominio Az
resulta em um cofator de inativagdo (Fay, 1993; Svensson & Dahlback, 1994).



2.3-A trombomodulina e a ativacio da proteina C

A trombomodulina (TM) é uma proteina multimodular de membrana que liga-se a
trombina com alta afinidade (Walker e7 al., 1992; Esmon, 1993 a). A trombina ligada 8 TM
torna-se no minimo 20.000 vezes mais eficiente na ativagdo da proteina C do que na sua
forma ndo complexada. Com poucas excegoes, células endoteliais de artérias, veias, capilares
e vasos linfaticos expressam TM. Devido a area de superficie, o volume de sangue € maior
nos capilares do que nos grandes vasos, a concentracio da TM na microcirculagdo ¢ mais de
1.000 vezes maior do que nos principais vasos. Nos grandes vasos a trombina esta no seu
estado livre, ndo complexada, mas quando o sangue penetra na microcirculagdo ela € exposta
a TM, e assim elas se complexam, ativando, portanto, a proteina C. Devido ao acumulo de
trombina na microcirculagdo, a TM medeia a modulagio da trombina de um procoagulante

para uma enzima anticoagulante de importancia crucial (Esmon, 1989).

2.4-Resisténcia 2 APC causada por uma mutaciio do gene fator V

Uma mutagio no gene fator V, recentemente identificada em conjunto com a
resisténcia a APC ¢ mais um defeito que aumenta consideravelmente o risco de trombose
(Dahlbick, 1995 a). Essa mutagao no gene fator V, localizado no cromossomo 1q 21-25 e
contendo 25 exons com mais de 80 Kb, esta sendo identificada como base molecular para
muitos casos de resisténcia a proteina C ativada. Individuos resistentes a APC s@o
originalmente portadores de mutagdes afetando o sitio de clivagem do fator Va (Arg 506-Gly
507) ou APC ligada a regido do fator V (Arg 1865-1le 1874) (Bertina ef al., 1994).

O fator V alternativo, também conhecido como fator V de Leiden, tem uma mutagao
de guanina para adenina (G—>A) no nucletideo 1691 do exon 10, a qual  converte Arg 506
para Gln. A APC cliva o fator V normal no sitio R 506 enquanto o fator V de Leiden, (Q 5006)
é resistente a clivagem pela APC (Garcia-Gala e? al., 1997). Essa mutagdo de ponto, causando
resisténcia a APC pela inativagio do fator Va, é encontrada em 80% a 100% dos pacientes
investigados (Bertina et al., 1994; Alhene-Gelas et al., 1994; Voorberg et al., 1994; Zoller et
al., 1994).

A mutagio da Arg 506 para GIn no gene fator V, é a melhor conhecida e
prevalente,sendo um defeito genético bem definido associado com a trombofilia venosa. Sua
alta prevaléncia na populagdo em geral sugere que uma pressao genética positiva esteja

envolvida (Majerus, 1994). Durante a evolugdo, um estado de hipercoagulagio desprezivel



pode ter conferido vantagens em situagdes de injurias traumaticas e gravidez, mas a natureza
poder-se-ia imaginar que muitos

(Dahlbick,

dessas vantagens € somente especulativa. Neste contexto,
fatores de risco circunstanciais para a trombose sio artefatos da vida moderna
1995 a).

O fator V de Leiden, impde um aumento no risco de ocorréncia de tromboses, a0
longo do periodo de vida, de cerca de 5 a 10 vezes nos portadores desta mutagdo. Em
‘ndividuos afetados, a trombose pode ndo ocorrer ou s€ manifestar somente em idade
avanc¢ada. Entretanto, se a resisténcia 2 APC esta associada a outros defeitos genéticos ou a
fatores de risco circunstanciais, 0 TisCO de trombose torna-se alto. Devido a prevaléncia da
resisténcia a APC no norte europeu Ser de 3% a 7%, espera-se que uma em cada 1.000
pessoas seja homozigota para o fator V de Leiden (Dahlbick, 1995 ).

Acredita-se que a prevaléncia do fator V de Leiden esteja associada as populagdes do
Velho Mundo. Ress et al. (1995) demonstrou a ocorréncia mundial desta mutagao,

comprovando a sua maior incidéncia na populag@o européia (Tabela-1).
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TABELA(1)-Freqiéncia do Fator V de Leiden em vari

as populagoes.

i Combinant/country N Heteroz | Homoz Allele frequency (%o 95%CT) |
[Earopa Tk, White 237 21 0 14(26,63)
i Iceland 96 3 1 2.6(0.4,4.9)
Greece, Greek Cypriots 197 24 1 7.0(4.4,9.6)
Ttaly 49 0 ¢ 0
Germany, Bavariana 49 2 0 2.0(-0.8,4.8)
Total 6138 30 2 4-4(3.3,5.3)
Africa/Middle Kenva, Luo 60 0 0 0
East Senegal, Mandenka 96 0 0 0
Zambia 95 0 0 0
Saudi Arabia 35 0 0 0
Total 306 0 0 0
Asia Tndonésia, Sumatia 163 0 0 0
Taiwan Aboriginais 83 0 0 0
Mongolians 36 0 0 0
Hong Kong Chinese 48 0 0 0
total 272 0 0 0
Australia Australian Aboiginais 73 0 0 0
Papua N. Guines, highlands | 48 0 0 0
Papua n. guinea, coast 47 Y O 4
total 108 0 0 0
Asia Minor Pakistan 36 0 0 0
Gujerati 32 1 0 1.6(-1.4,4.6)
Punjab 36 0 0 0
Sikh 29 1 0 1.7(-1.6, 5.0}
Sri Lanka 47 0 0 0
total 180 2 0 0.6(-02,1.4)
America Vancouver Island Indians | 36 0 0 0
Peruvian indians 19 0 0 0
Jamaica 91 0 0 0
Total 146 0 0 0

Dados de Ress et al., 1995.



3-Material e Métodos:

O presente trabalho foi rtealizado nos laboratorios de Genética Molecular da

Universidade Federal de Uberlandia e Biogenetics Tecnologia Molecular Ltda.

3.1-Material Biolégico:

O material para estudo, sangue periférico humano, foi obtido por meio da colaboragdo
da equipe de cardiologistas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia,
mediante autorizacdo do paciente para coleta do mesmo.

Foram coletadas 36 amostras de sangue de pacientes infartados, cujo diagnostico
clinico foi confirmado por angiografia e cineangiocoronariografia, € 21 amostras de sangue de
pessoas saudaveis nao infartadas.

Do sangue coletado, extraiu-se as amostras de DNA utilizadas no estudo.

3.2-Extracao de DNA:

As extragdes de DNA foram feitas no laboratorio Biogenetics Tecnologia Molecular
Ltda, segundo o método de Isolamento de DNA descrito:
1 - Transferir 500 pL da camada de leucocitos para eppendorf de 1,5 mi.
7 - Acrescentar 1,0 ml de Tamp@o de Lise Hemacia (TLH) [NH4Cl 155mM, KHCO; I0mM e

EDTA 1mM] em cada amostra. Misturar por inversdo durante 30 segundos.



3 . Centrifugar a 2.500 rpm durante 5 minutos para peletizar 0s nucleos. Descartar 0
sobrenadante, desprender 0 pelete do fundo do tubo com leves batidas, € repetir 0 passo ate
que o pelete adquira uma coloragao creme claro.

4 - Adicionar 150 pL do Tampao de Lise do Nucleo (TLN) [Tris - HCl 10mM (pH 8,0),
EDTA 2mM, NaCl 400mM] e ressuspender o pelete. Gotejar 5 pL de SDS (dodecil sulfato de
s6dio) 10% gelado e acrescentar 2.5 uL de proteinase K (20 mg/ml).

5 _ Incubar as amostras por 6 horas a temperatura de 55° a 60° C.

6 - Adicionar 100 pL de NaCl saturado. Agitar vigoramente por 10 segundos. Deixar em gelo
por 10 minutos.

7 - Centrifugar a 2.500 rpm por 15 minutos. Recolher o sobrenadante € adicionar 800 pL de
etanol absoluto ndo congelado. Misturar por inversdo até que ocorra precipitagao.

8 - Girar o tubo em seu €ixo no sentido horizontal, para prender o DNA a parede do tubo, €
descartar o sobrenadante. Adicionar 10 ml de Etanol 70% para realizar a lavagem. Girar o
tubo como descrito acima e descartar 0 alcool.

9 - Ressuspender os peletes em TE [TRIS -HCI 10mM, EDTA 1 mM (pH. 7,4)] de acordo

com o tamanho dos mesmos.

3.3-PCR para genotipagem do fator V:

Um fragmento do gene fator V com 223bp, contido no exon 10, codon 506, foi

amplificado por meio da PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) com Os primers:
1- ACC CAC AGA AAA TGA “TGC CCA G ¢
7. TGC CCC ATT ATT TAG CCA GGA G (Garcia-Gala et al., 1997).

Cada reagdo de PCR continha, aproximadamente, 100 ng de DNA gendmico, 7,5 p
moles de cada primer, 200 uM de cada dNTP, 1,5mM MgCl;, tampao da Tag-DNA
polimerase (1X) e uma unidade de Tag-DNA polimerase (Promega) em um volume final de
reacdo de 30 pl. A PCR foi feita em um termociclador MJ. Research, Inc. utilizando-se ©
seguinte programa: 95°C durante 5 min, desnaturacao inicial, seguidos por 30 ciclos a: 95°C
por 30s, desnaturagao, 56°C por 60s, anelamento, € 75°C por 30s, extensdo .Ao final destes 30
ciclos, acrescentou-se uma temperatura de extensiio de 75°C por 5 minutos.

O fragmento, de 223bp, amplificado foi visualizado e fotografado, em gel de agarose

9/, corado com brometo de etidio, por meio do aparelho de VDS da PharmaciaBiotech.



Dez microlitros de cada produto da PCR foram digeridos com a enzima de restrigdo
Mnl 1 (New England Biolabs). Em cada reacdo de digestdo foram necessarias 3 unidades da
referida enzima, tampdo2 (I X)) e BSA 1%.As reagdes foram incubadas por 4ha37°C.

A enzima Mnll reconhece o seguinte sitio:

!
v

) 5'.. CCTC (N)7... 3'
' 3'.. GGAG (N)s...5
t

- Dois sitios de restricdo da enzima Mnll estdo presentes no alelo normal amplificado,
criando fragmentos de 37, 82 e 104 pares de bases. No fator V de Leiden, a mutagdo leva a
perda de um sitio de restricao produzindo dois fragmentos de 82 e 141 pares de bases. Um
individuo homozigoto para os dois alelos normais (Az2Az) terd os fragmentos de 37,82 ¢ 104
pb; um heterozigoto (A1Az) apresentara fragmentos de 37, 82, 104 e 141 pb; enquanto um
homozigoto para o alelo mutante (AjA;) contera fragmentos de 82 e 141 bp (Fig 1) (Jeff et
al., 1997). O produto da restrigio foi visualizado apos eletroforese em gel de agarose 4%
corado com brometo de etidio.

Um método alternativo para identificar individuos mutantes, o LiS-SSCP
(Conformagio Polimorfica de Fita Simples em Baixa Concentragdo Ionica), foi também
utilizado para genotipagem do gene fator V. A vantagem dessa técnica reside na rapidez ¢
diminuicdo de custos, pois evita O emprego de enzima de restrigdo. O LIS - SSCP foi
desenvolvido por Maruya et al (1993) e baseia-se no fato de que a mobilidade eletroforética
dos acidos nucléicos de fita simples depende de sua seqiiéncia e ndo somente do seu tamanho.
Assim, este método detecta polimorfismo no DNA, incluindo mutagdes de ponto em uma
variedade de posi¢des em fragmentos de DNA.

O LiS - SSCP foi feito a partir de 2uL de produto amplificado, adicionados a 18 uL. de
solucdo de LiS (10% sacarose, 0,01% bromofenol azul e 0,01% de xileno cianol FF). Esta
mistura foi incubada por 5 min a 97°C e, posteriormente, 10uL. da mesma foram aplicados em
gel de poliacrilamina 12% (acrilamida/ bisacrilamida = 49:1). A eletroforese teve duragao de,
aproximadamente, 6 horas sendo aplicada nesta uma corrente constante de 15mA e
temperatura de 4°C. Em seguida, 0 gel foi corado com nitrato de prata, possibilitando a

visualizacao dos resultados.
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3.4-Analise estatistica

As freqiiéncias genotipicas e alélicas foram calculadas pela equagdo do Equilibrio de
Hardy-Weinberg. O teste do Qui-quadrado foi aplicado para verificar se frequéncias
genotipicas estavam de acordo com os resultados esperados.

A analise da correlagio genética entre o fator V de Leiden e o fenotipo infarto foi feita

pelo software STATISTICA. Um valor de p < 0,05 foi considerado como significante.



Figura-1:Analise da restri¢do do fator V de Leiden (Jeff et al, 1997).

(1)-Marcador de peso molecular

(2)-H;0 branco

(3)-Fragmento de 223 pb, exon 10
(4)-Individuo normal (A2A%)

(5)-Individuo heterozigoto (A1A2)
(6)-Individuo homozigoto mutante (A1AY).
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4-Resultados:

Amostras de DNA de 57 individuos foram analisadas quanto a mutagao presente no
cddon 506, fator V de Leiden.

Desses individuos, 36 tinham diagnostico clinico comprovado para o infarto do
miocardio e 21 eram saudaveis. Apos a PCR, que amplificou um fragmento de 223 bp do
gene do fator V (Fig.2), € digestdo com a enzima de restricio Mnll, dois alelos foram
detectados, Az € A;. O alelo Az, normal (Arg. 506) que possui dois sitios de restri¢do, resultou
em fragmentos de 37, 82 ¢ 104 bp. O mutante, alelo A, (Gln 506), perdeu um sitio de
clivagem e apresentou dois fragmentos de 82 € 141 bp cada (Fig 3).

Entre os 36 pacientes infartados, 34 (94,5%) foram homozigotos para o alelo normal
(A2Az) e 2(5,5%) heterozigotos (A2A1); nenhum homozigoto (A1A;) para o alelo mutante foi
genotipado. Dos 21 individuos saudaveis, 20 (95,2%) foram homozigotos (A2Az) e 1 (4,8%)
heterozigoto (AzA); 0 genotipo AjA; nao foi detectado entre esses individuos.

As frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas por meio da equagdo do
equilibrio de Hardy-Weinberg e aplicou-se o teste do Qui-quadrado(X2 ),verificando-se que as

frequiéncias genotipicas s ajustaram as previstas pela equagao (Tabela-2).

Tabela-(2)-Freqiiéncias alélicas,genotipicas e resultado de teste Qui-quadrado.

36 0.03 0.97 - 0.055 0945 0.108
21 0.024 0.976 - 0.048 0952 0033
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A genotipagem por meio do LIS - SSCP confirmou 0s resultados obtidos por restri¢ao
enzimatica, quando comparou-se 0s individuos normais € aqueles que apresentaram O alelo
mutante, com excessdo do individuo normal (4), o qual apresentou um padrao de bandas
diferente do esperado em relagdo aos outros individuos pertencentes ao grupo normal.
Possivelmente, esse individuo possui uma mutagao fora do sitio de clivagem da enzima Mnl 1,
que ndo era esperada e foi detectada pela técnica. O LIS-SSCP demonstrou ser uma
alternativa viavel neste tipo de diagnostico, substituindo a técnica de restri¢do enzimatica e
detectando novas mutagdes. A diferenciagdo entre os alelos normais e mutantes deu-se pelo
padrdo de bandas apresentado na eletroforese (Fig.4).

A anialise dos dados, fator V de Leiden e infarto, pelo programa Statistics resultou em
baixo grau de correlagdo, 0.09 (N=57, p<0.050) ndo estabelecendo uma correlagao genética
significativa entre €sses dois fatores.

Portanto, neste estudo, o fator V de Leiden ndo foi um fator de risco para a ocorréncia

do infarto do miocardio nos pacientes analisados.
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7 8 9101112 13 14 15 16 17

200pb : <—  223pb
100pb -

Figura 2: Amplificacéo do fragmento de 223 pb, pertencente a0 codon 506.
Linha 1= marcador molecular de 100 pb. Linhas 3,5-16= fragmentos de 223 pb.

300pb

200pb

Figura 3: Restrigdo enzimatica. Linha 1=
3,5,6,9,10,11= individuos A, A,. Linhas 4 € 8= individuos Az A

marcador molecular 100 pb. Linhas 2,



[oRN)S

Figura-4-Anélise do gel de LIS-SSCP.
(1 e 2)-Individuos normais (A2 Az)- bandas: A,C.

(3)-Individuo heterozigoto (A1 Az)- bandas:A, B, C, D

(4)- Individuo mutante (?)- bandas: B, D.

17
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5-Discussio e Conclusoes:

Este estudo se propds a avaliar, por meio de diagnostico molecular, a ocorréncia do
fator V de Leiden em pacientes infartados. No presente, ndo foi estabelecida uma correlagdo
genética significativa entre a presen¢a da mutagao no gene fator V e o fenotipo infartado. Esse
resultado se opds aos estudos de Holm et al. (1994) e de Baranovskaya et al. (1998).0
primeiro estabeceu uma correlagdo significativa entre os fatores envolvidos ao analisar um
"pedigree" de uma paciente infartada e observar a co-segregacao do fator V de Leiden nesta
familia e os casos de infarto, o segundo encontrou uma correlagéo positiva, entre esses dois
fatores, ao analisar amostras de DNA de 287 individuos, tendo a idade como um fator de risco
_para a ocorréncia de infarto do miocardio em portadores do fator V de Leiden.

Um possivel fato que, talvez tenha contribuido para essa discordancia é a baixa
freqiiéncia da mutagdo do gene fator V de Leiden em populagdes sem uma consideravel
mistura caucasiana. No estudo foi analisada uma populagdo cuja freqiiéncia do alelo,
possivelmente, ¢ baixa devido a miscigenagdo envolvida. Arruda et al. (1995) relatou que a
freqiiéncia alélica da mutagao em brasileiros de uma regido de individuos,
predominantemente, de origem caucasiana foi de 2%, enquanto, entre brasileiros negros a
freqiiéncia encontrada foi de 0,35% e entre 83 indigenas da Amazonia nenhuma mutagdo foi
detectada.

Assim, embora possa ocorrer uma correlagdo entre a presenca do fator V de Leiden € 0
infarto do miocardio, esta ndo foi verificada em virtude da amostragem, visto que, foram
analisados pacientes ao acaso sem levar-se em conta suas historias familiares; ¢ quando tém

um alelo mutante com baixa freqiiéncia e deseja-se relaciona-lo a outros fatores ¢ necessario
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que se estabelega estudos de pedigrees para melhor conhecer sua segregago na popula¢do em
geral.

Outro fato, é o tamanho da amostragem. A analise de 57 individuos, 36 infartados e 21
saudaveis; possivelmente, devido a baixa freqiiéncia do alelo fator V de Leiden em algumas
populacdes, especialmente na americana, ndo ofereceu uma amostragem significativa para
que pudéssemos estabelecer estatisticamente uma correlagio genética, de comprovada
veracidade, entre o fator V de Leiden e o infarto do miocardio.

Ress et al. (1995) demonstrou em seu trabalho a freqiiéncia do fator V de Leiden na
populagdo mundial (tabela 1).No presente estudo as freqiiéncias génicas do alelo na populacdo
foram coincidentes com os resultados apresentados por esse autor, confirmando que a
ocorréncia desta mutacdo na populagdo em estudo, brasileira, varia de acordo com a mistura
étnica que se estabelece em cada regido, em virtude da coloniza¢do européia e da mio-de-obra
africana que juntamente com a populagdo nativa contribuiram para a formagdo dessa
variabilidade genética e oscilagdo génica nas diversas regides.

Portanto, faz-se necessario que estudos adicionais sejam realizados, em particular,
levando-se em consideracdo a etnia da populagio em estudo e a historia familiar dos
individuos envolvidos. Desta forma, levar-se-a em considera¢ao a evolug@o dessa mutag¢do ao
longo do tempo e sua distribuigdo geografica em relagdo ao meio ambiente e aos fatores ditos

artefatos da vida moderna.
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