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INTRODUCAO

Tromboembolismo venoso (TEV) é o termo utilizado genericamente para designar duas
patologias que acometem o ser humano, portanto a mesma compreende a trombose venosa profunda
(TVP) e a embolia pulmonar (EP), sendo esta Ultima considerada sua consequéncia imediata mais
grave. A incidéncia estimada para o TEV é de 0,6 casos por 1.000 habitantes/ano (Andrade et al.,
2009). A TVP e a EP ainda constituem graves problemas de salde publica, especialmente em idosos
(Pereira et al., 2007). Segundo Guimaraes et al. (2009) a predisposicéo elevada ao tromboembolismo
devido a presenca de fatores genéticos ou adquiridos € denominada trombofilia. Poort et al. (1996)
identificaram a mutacdo G20210A no gene da protrombina (fator Il da coagulacédo). Essa mutagéo
pode gerar um quadro de hipertrombinemia, devido a um aumento de até 30% dos niveis plasmaticos
de protrombina, levando ao aumento do risco de trombose. Este estudo contemplou estimar a
prevaléncia da mutacdo G20210A no gene do fator Il da coagulacdo que confere risco para o TEV em
idosos do municipio de Parnaiba (Pl) e comparar as frequéncias genotipicas e alélicas obtidas com

as observadas em outras regiées do Brasil e do mundo.
METODOLOGIA

Foram obtidos, por meio de pungdo venosa em tubos a vacuo com EDTA, 4 mL de sangue
periférico de 143 idosos, com 65 anos ou mais, residentes no municipio de Parnaiba (Pl). Por meio
do kit Wizard® (Genomic DNA Purification Kit, Promega) as amostras sanguineas foram submetidas
a extracdo do DNA de leucdcitos de acordo com as recomendagdes do fabricante. A qualidade do
DNA extraido foi avaliada em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado em
transiluminador (Vilber Lourmat) a luz ultravioleta, apds corrida em corrente elétrica de 150V. A
analise foi realizada por meio da amplificacdo de um fragmento da regido 3-UTR da protrombina por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), de acordo com o protocolo de Yoshioka et al. (2006), com
modificacdes. Os primers utilizados para flanquear o fragmento foram desenhados por Poort et al.
(1996) (Tabela 1). A reacéo envolveu 35 ciclos de amplificagdo com temperaturas de 95°C, 45 seg;

47°C, 1 min; e 72°C, 1 min, em ciclador de temperatura programavel (PCR Sprint ThermoHybaid).

Tabela 1 — Sequiéncia dos primers para a amplificacdo do SNP do gene do Fator Il da Coagulacao.

Gene  Primer Sequéncia (5’ - 3") Tamanho (pb) Produto PCR (pb)

Senso TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC 20

Fil 345
Antisenso ATA GCACTG GGAGCATTG AAG C 22




A deteccdo da mutacdo G20210A ocorreu através da digestdo do DNA amplificado. A
mutacdo G20210A, presenca do alelo A, gera um sitio de clivagem para a enzima Hind Il (New
England Biolabs). O produto digerido foi separado e analisado em gel de poliacrilamida a 10%,
corado com prata, apds corrida em corrente elétrica de 150V. A corrida do gel de poliacrilamida
ocorreu em cuba vertical utilizando um tampé&o TBE 1x (Tris, EDTA e acido bérico).

As frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos estudados foram determinadas por
simples contagem. Para testar o equilibrio de Hardy-Weinberg, as distribuicbes genotipicas
observadas e esperadas foram comparadas pelo teste do qui-quadrado. Foi adotado nivel de

significancia de 5%. Para a analise dos dados foi utilizado o programa BioEstat 5.0.

RESULTADOS

No total foram genotipadas 143 amostras. Na Tabela 3 encontram-se distribuidas as
frequéncias genotipicas e alélicas do l6cus FIl G20210A. O lécus estudado ndo se mostrou
polimorfico, portanto o alelo mutante nao foi encontrado na populagéo em questao.

A comparacgdo entre a frequéncia genotipica encontrada e esperada no l6cus, utilizando-se o
método do qui-quadrado, revelou que a distribuicdo ndo apresentou diferencas estatisticamente
significativas ao nivel de 5%, percebendo-se entdo, que a populacdo estudada se encontra em

equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 3 — Distribuicdo das frequéncias genotipica e alélica no lé6cus Fll G20210A.

Mutacéo N  Normal Heterozigoto Homozigoto f
GA AA A
1,00 0,00 0,00 0,00

FIl G20210A 143

DISCUSSAO

A mutagdo da protrombina confere, enquanto fator de risco genético, um aumento da
probabilidade a ocorréncia do TEV. Apesar de a literatura apresentar diversos trabalhos voltados ao
estudo desse fator de risco genético, além dos adquiridos, dados referentes a individuos brasileiros e
em especial do estado do Piaui sdo ainda escassos.

A mutacéo FIl G20210A associada ao evento trombético apresenta-se em altas frequéncias
na populacdo caucasoide e chega a ser rara ou ausente em negros, amerindios e japoneses (Franco
et al., 1998). Em nosso pais classificar a populagdo quanto a origem étnica, acaba por ser muito
impreciso, uma vez que os brasileiros formam uma das na¢des mais heterogéneas do mundo.

Ehrenforth et al. (1999) encontraram uma frequéncia alélica de 0,010 da mutacao FllI
G20210A em alemé&es, enquanto Angelopoulou et al. (2000) observaram uma frequéncia de 0,040 na
populacdo grega. Tal fato justifica-se devido a populacdo amostral ser em sua maioria caucasoide. O

presente estudo mostrou frequéncia de 0,00% para a mutacdo FIl G20210A. Esses dados séo



semelhantes aos publicados por Angchaisuksiri et al. (2000), o qual apresentou frequéncia de 0,001,
tendo a populacéo tailandesa como amostra e diferente dos achados de Yoshioka et al. (2006), que
informaram uma frequéncia alélica de 0,008 em uma populacdo miscigenada da regido Norte do

Brasil.
CONCLUSAO

No presente estudo observou-se, portanto, auséncia do alelo 20210A no gene da protrombina
na populacéo parnaibana, dado que sugere que, no que diz respeito a essa mutacdo, a mesma nao
esta predisposta ao TEV.

Cumpre ressaltar que o presente estudo representa um dado epidemioldgico importante para
0 estado do Piaui, e que novos estudos com um nUimero mais significativo de individuos faz-se

necessario.
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