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INTRODUCAO

O tromboembolismo venoso (TEV) é uma patologia que tem sua génese a partir da formacéo
de trombos que forma principalmente em veias profundas (TVP) dos membros inferiores, e que
guando se desprendem causam o TEV. E quando ele vai para a arvore pumonar e causa obstrucdo
de alguma parte do pulm&o causa a chamada Embolia pulmonar (EP) (Maffei et al, 2001).

A incidéncia do TEV é altamente dependente da idade, pois sua presenca, extremamente
incomum na infancia (1/100.000/ano), aumenta quase 1% a cada ano de vida. O TEV atinge menos
de 10 individuos por 100.000/ano até os 50 anos, no entanto, essa incidéncia aumenta rapida e
exponencialmente nos anos seguintes (Cushman et al., 2004). Estudos realizados na Franca,
Estados Unidos e Noruega demonstraram que quase 70% de todos 0s pacientes diagnosticados com
TEV estdo acima dos 60 anos e 25% acima dos 80 anos (Oger, 2000; Tsai et al., 2002), Além disso,
individuos que apresentam uma predisposicdo genética consequentemente terdo uma maior
propensdo de desenvolver tromboembolismo venoso (TEV), visto que esses portadores de mutacéo
representam quase 60% de todos os casos de TEV, e dentre os fatores genéticos os fatores V e Il da
coagulacdo merecem destaque, pois sdo o primeiro e 0 segundo principais causas dessa doenca
respectivamente (Rosendaal et al, 2007).

A mutacgdo Fator Vascensao dos fatores genéticos como os expoentes do TEV surgiu no fim
da dltima década do século passado, com a descoberta inicialmente da Resisténcia a Proteina C
Ativada pelo fator V da coagulacdo, a qual ocorre em mais de 90% por uma mutacdo de ponto no
c6don 506 (Arg506GIn) do fator V. Essa mutacdo promove a perda em um dos sitios de clivagem do
FV pela proteina C que é um dos principais anticoagulantes naturais atuando no complexo
protrombinase inativando-o, e consequentemente ele permanece no plasma propiciando maior
formacéo de fibrina e aumenta o risco do TEV. Outra causa comum € a mutac¢édo 20210 da gene do
Fator Il, responsavel pela conversao do fibrinogénio em fibrina, atua assim como o FV, sendo um
zimégeno (pro-enzima) na cascata da coagulacdo. Essa mutacdo potencializa a capacidade do
RNAmensageiro de permanecer no sangue e consequentemente formando mais fibrina. O objetivo
deste estudo foi estimar a prevaléncia da mutacdo G20210A no gene do fator |l da coagulagdo 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 regides do Brasil e do mundo.

METODOLOGIA
O estudo foi realizado no periodo de agosto de 2010 a julho de 2011, com 100 idosos de

ambos os sexos, com idade entre 65 e 92 anos. Foi coletado sangue periférico dos individuos com



tubos a vacuo de 4 ml contendo EDTA, do qual foi extraido DNA através kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega), de acordo com as especificacbes do fabricante, em seguida feita PCR para
amplificar as regides de interesse foi preparado um mix de 25 pL de como na tabela 1.

Tabela 1 —volume e concentracdo dos reagentes utilizados na PCR.

Reagentes Volume (L) Concentracéo
dNTPs 5,0 200 u™m
Tampéao 2,5 1X
MgCl, 0,75 1,5mM
Primer foward 1,0 0,4 uM
Primer reverse 1,0 0,4 uM
Taq DNA polimerase 0,3 15U
DNA amostral 1,0
Agua estéril 13,45
Total 25 pL

Posteriormente a amplificacdo foi realizada a digestdo do produto pela técnica de RFLP,

sendo cada polimorfismo com sua enzima e protocolo especificos, como se segue nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Volumes dos reagentes utilizados na RFLP do SNP G1691A do gene FV.

Reagentes Volume (L)
NEBuffer 4 15
BSA 0,5
RE\L/P Mnll 0,2
PCR 50
Agua estéril 7,8
Temperatura e tempo de incubacdo 37°C overnight

Tabela 2 - Volumes dos reagentes utilizados na RFLP do SNP G20210A do gene FII.

Reagentes Volume (L)
NEBuffer 4 15
RFLP Hindlll 0,2
Fll PCR 5,0
Agua estéril 7,8
Temperatura e tempo de incubacao 37°C overnight

O produto digerido foi separado por eletroforese e analisado em gel de Poliacrilamida a 10%, corado
com prata, apos corrida em corrente elétrica de 150V.

A corrida do gel de poliacrilamida ocorreu em cuba vertical utilizando um tampéo TBE 1x
(Tris, EDTA e &cido bdrico).

RESULTADOS

Dos 100 individuos analisados, 36 eram homens e 64 mulheres, com idades variando entre



65 e 93 anos (média de 73 anos). Quanto a analise do l6cus em questdo, foram analisados 400
alelos, correspondendo a andlise das 200 amostras. Dos individuos analisados, 99 (98,%)
apresentaram genétipo selvagem (G/G), 1 (2,0%) o gendétipo heterozigoto (G/A) e nenhum (0,0%)
homozigotos mutantes (A/A). A comparagdo entre as freqiiéncias genotipicas revelou que a
distribuicdo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg, uma vez que nao houve diferenca
significativa (p=0,995) entre as frequéncias genotipicas esperadas e as observadas. Tabela 4-
Resumo das frequéncias genotipicas observadas e esperadas, frequéncia alélica e o valor de P
encontrado dos locus FV G1691A e Fll G20210A.

Genotipo N Normal Heterozigoto Homozigoto f(G) f(A) P
FV 100 99 1 0 0,995 0,005 1
Fll 100 100 0 0 1,0 0 1
DISCUSSAO

As mutacdes estudadas sdo relativamente comuns, principalmente em populactes
caucasoides. Logo a analise da distribuicdo das frequéncias neste estudo revelou que a populagéo
estudada apresentou uma pessoa com o alelo polimérfico (sendo o seu genétipo G/A para o fator V),
resultado bem préximo do encontrado em algumas populacées como a tailandesa (Angchaisuksiri et
al, 2000),Ameridios brasileiros (Franco, 1999) .Em outros estudos principalmente onde a populacao é
predominantemente caucasodide houve um maior nimero de casos como a frequéncia do alelo A
como os Gregos (Angelopoulou, 2000), e aos quais muitos pesquisadores apontam como sendo a
regido de origem da mutacéo (Sottilotta, 2009).

CONCLUSAO

A investigacdo molecular dos SNPs FIl G20210A e FV G1691A, associadas ao TEV em uma
amostra da populagdo de Parnaiba (Pl), mostrou que a prevaléncia dessas mutagbes nessa
populagdo é muito baixa, com isso pode-se concluir que quanto ao risco genético de desenvolver
tromboembolismo venoso a populacéo de Parnaiba esta livre.
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