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As alteragbes vasculares estao intimamente relacionadas a disturbios da fisiologia natural
do corpo, podendo culminar com a ocorréncia de processos hemorragicos ou de
obstrugéo vascular, devido a formagao de trombos. A ocorréncia de trombos resulta de
um estado de hipercoagulabilidade, devido a fatores adquiridos, genéticos ou a interagéo
entre ambos. Assim anormalidades genéticas, em associacdo com fatores adquiridos,
que comprometam a produgédo, atividade, biodisponibilidade ou o metabolismo de fatores
especificos podem alterar o balanco fisiolégico e predispor a eventos tromboembdlicos e
aterotromboéticos precoces. Tais interagdes podem levar a obstrugdo vascular arterial
manifestando-se como doencas cardiovasculares, cerebrovasculares e periféricas. Tais
manifestacoes se agravam devido a progressdo de lesdes, processos inflamatérios e
ativagao da coagulacéo sanguinea. Dentre os fatores de risco adquiridos mais freqiientes
para trombose arterial destacam-se o tabagismo, as dislipidemias, a obesidade, o
diabetes mellitus e a hipertensdo. Dentre os fatores genéticos, o fator V Leiden (FVL) e
as mutacdes nos genes da protrombina e da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)
tém sido bem estudados.

Vérios outros marcadores tém sido relacionados aos eventos trombéticos, dentre
estes, os polimorfismos nos genes da Apolipoproteina E (ApoE), inibidor de ativador de
plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e polimorfismos nos genes do sistema ABO. Alteragdes no
perfil lipidico e de apolipoproteinas tém sido associados as variantes da ApoE, devido a
interacdes dos alelos €, €5 € €4. Alteracdes relevantes também tém sido atribuidas ao
polimorfismo 4G5G e G844A na regiao promotora do gene do PAI-1.

No Brasil alguns estudos tém avaliado essas alteracées genéticas em relacéo a
trombose, principalmente o FVL, MTHFR e a mutagdo no gene da protrombina, e sao
mais escassos os relatos sobre ApoE, PAI-1 e sistema sangliineo ABO. A maioria destes
estudos associa tais alteragbes a trombose venosa, mas falham muitas vezes, em
demonstrar associagdo com eventos tromboticos arteriais.

Atualmente, a investigacao laboratorial das alteracdes que levam a um estado de
hipercoagulabilidade tornou-se um instrumento importante para avaliacdo de pacientes
com eventos trombéticos, permitindo a adogao de uma melhor conduta terapéutica e uma
melhor qualidade de vida dos pacientes. A escassez de estudos conduzidos na
populagdo brasileira avaliando e associando a relagdo entre a ocorréncia de trombose
arterial e a presencga de fatores genéticos, principalmente em individuos jovens, motivou
a realizagdo do presente estudo. Foi conduzida a andlise dos fatores genéticos
predisponentes a trombose arterial, em um grupo significativo de pacientes que foram
encaminhados ao Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com diagnéstico confirmado
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de acidente vascular cerebral (AVC) e doenca arterial periférica (DAP), na tentativa de se
obter novos conhecimentos e bases cientificas que possam contribuir para um maior
entendimento da associacao dos fatores predisponentes a trombose em nosso meio.
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1.1 - Hemostasia

A hemostasia é o processo pelo qual o organismo evita a perda sanguinea ou
formacao de trombos devido a uma lesao vascular. O equilibrio natural entre os sistemas
pro e anticoagulantes garantem o éxito da hemostasia e disturbios nesse equilibrio,
devido a fatores genéticos ou adquiridos, podem resultar em hemorragias ou formagao de
trombos (DAHLBACK, 2000).

1.1.1 - Endotélio vascular

A integridade do endotélio vascular é essencial para garantir a fluidez do sangue,
prevenindo a ocorréncia de hemorragias e/ou tromboses (HANDIN et al. 1995). O
endotélio vascular é constituido por uma monocamada de células que reveste a
superficie interna dos vasos sanguineos e que esta em intimo contato com o sangue. A
regido justaposta ao endotélio, denominada subendotélio é constituida por uma matriz
extracelular composta por uma série de proteinas sintetizadas pelas células endoteliais
que funcionam como proteinas adesivas, como o colageno, laminina, fibronectina, fator
de von Willebrand (Fvw) e trombospondina. As células endoteliais intactas apresentam
uma superficie antitrombética, que inibe a fungcao plaguetaria e a coagulagdo do sangue.
Entretanto, quando estas células sao lesadas ou expostas a fatores quimicos especificos,
passam a expressar propriedades trombogénicas. O endotélio vascular normal
desempenha papel critico na regulacdo do tbénus vascular pela liberagdo de
vasodilatadores como 6xido nitrico (NO) e prostaciclina e vasoconstritores como a
endotelina. O endotélio vascular participa efetivamente da manutencao do balanco entre
a trombose e a trombdlise pela liberagao de substancias antitrombéticas (NO, proteina C
e sulfato de heparan), substancias protrombéticas (fator tecidual e endotelina), substancia
profibrinolitica (ativador do plasminogénio tecidual, tPA) e substancia antifibrinolitica
(inibidor do ativador de plasminogénio 1, PAI1) (MORELLI, 2005).

A disfuncao endotelial associada a aterosclerose e a presencga de fatores de risco
para aterosclerose aumenta o potencial para a vasoconstricao, expressao de moléculas
de adesado que recrutam mondcitos e outras células inflamatérias na parede arterial,
resultando na promocao de um estado protromboético e antifibrinolitico (HANDIN et al.,
1995).
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1.1.2 - Plaquetas

As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos de megacariécitos e ndo possuem
nucleo. Sob circunstancias normais, as plaquetas nao aderem ao endotélio, porém, apos
lesdo vascular, sdo capazes de responder rapidamente as propriedades trombogénicas
das células endoteliais e aderirem a superficie lesada, em um processo mediado pela
glicoproteina Ib (Gplb) que, por acdo do FvW liga-se ao colageno subendotelial. Ha uma
alteracdo conformacional das plaquetas levando a interacdo plaqueta-plaqueta mediada
pela molécula de fibrinogénio e pelas glicoproteinas llb/llla (Gpllb/llla), com conseqiente
liberagdo do contelido dos granulos plaquetarios e aumento da concentragao plasmatica
de substancias protrombdéticas (HANDIN et al.,1995). A ativacdo plaquetaria € modulada
por agonistas que, ao se ligarem a seus receptores, desencadeiam a liberacdo de
constituintes dos granulos plaquetarios e a sintese de novos agonistas, dentre eles o
colageno, adenosina difosfato (ADP), tromboxano A, (TXAp), trombina, epinefrina,
serotonina, vasopressina e o fator de ativacdo plaquetaria (PAF), amplificando o
fendmeno de ativagao plaquetaria (MORELLI, 2005).

1.1.3 - Proteinas da Coagulacao

O processo da coagulacdo sanguinea envolve uma série de proteases
plasmaticas que circulam na forma inativa na corrente sanguinea, sendo quase todas
sintetizadas no figado. Ap6s a ativagdo, em conseqiiéncia da exposicdo do tecido
vascular a um fator desencadeante, ocorre uma reagdo em cascata culminando com a
formacdo de um coagulo estavel de fibrina. Didaticamente, a coagulagdo sanguinea é
dividida em duas vias, denominadas via intrinseca e via extrinseca.

A via intrinseca, ou de contato, inicia-se com a ativagao do fator Xl (FXIl), na
presenca de pré-calicreina e cininogénio de alto peso molecular (CAPM), apés lesao
vascular e exposigao de colageno subendotelial. O fator Xlla (FXlla) ativa o fator XI (FXI),
que por sua vez, ativa o fator IX (FIX). O fator IXa (FIXa), na presenca do fator VIII (FVIII)
e de calcio, ativa o fator X (FX) desencadeando a geracao de trombina ( na presenca de
fator Va e ions célcio) e a formagao de fibrina (HANDIN et al., 1995, SCAZZIOTA &
ALTMAN, 1996). A via extrinseca inicia-se quando ha liberacdo de fator tecidual (FT)
pelas células de diversos tecidos, inclusive as células endoteliais. Isto pode ocorrer
devido a lesdo, exposi¢ao a produtos quimicos, acao de citocinas ou em conseqléncia a
processos inflamatérios. O FT liga-se a uma serino protease, o fator VII, presente na
circulacdo formando o complexo FT- FVII, que na presenca de calcio, ativa os
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zimogénios, fatores IX e X. Quantidades reduzidas de fator Xa gera concentracdes
picomolares de trombina, capaz de ativar parcialmente as plaquetas e clivar os co-fatores
V e VIII, gerando os fatores Va e Vllla, respectivamente. O fator Vllla forma um complexo
com o fator IXa na superficie de membrana das plaquetas, células endoteliais e outras
células e, dessa forma, ativa o fator X com eficiéncia 50 a 100 vezes maior que o
complexo fator Vlla-FT. O fator Xa forma com o fator Va o complexo protrombinase numa
superficie de membrana, ativando primariamente a protrombina em trombina. A trombina
gerada promove a amplificacdo de sua liberacdo através da ativacdo do fator Xl, e
completa a ativagdo das plaquetas e dos fatores V e VIII. Além disso, promove a quebra
do fibrinogénio em mon6émeros de fibrina e a ativagdo do fator Xl (BUTENAS et al.,
2002).

Trabalhos recentes baseados em modelos celulares propéem que a hemostasia
ocorre em passos distintos, mas relacionados: iniciacdo, amplificacdo e propagacao. Este
processo requer a participagcdo de dois tipos celulares — Células expressando FT e
plaquetas. A fase de iniciagao localiza-se nas células que expressam FT. O complexo FT-
FVlla ativa pequenas quantidades de FIX e FX. O FXa associa-se ao FVa na superficie
destas células e este FX é protegido da acdo de inibidores plasmaticos (inibidor da via
do fator tissular-TFPI e a antitrombina-AT). Entretanto, o FIXa pode mover-se para fase
fluida, aproximando-se das plaquetas ou outras superficies celulares, pois ndo é inibido
pelo TFPI e muito lentamente pela antitrombina (MONROE & HOFFMAN, 2006).

A pequena quantidade de trombina gerada nas células expressando FT tem vérias
fungoes. A principal é a ativagcao das plaquetas, alem da ativagao dos co-fatores V e VIII
e fator FXI na superficie plaquetaria, caracterizando a fase de amplificacéo.

A fase de propagacdo ocorre nas plaquetas ativadas, onde o FIXa durante a
iniciacao liga-se ao FVIlla na superficie plaquetaria. Ativacao adicional de FIX ocorre pela
ligacao de FXla as plaquetas. Uma vez que o FXa ndo pode mover-se efetivamente das
células expressando FT para a plaqueta, este deve ser mobilizado diretamente na
superficie plaquetaria pelo complexo FIXa — FVllla. O FXa rapidamente associa-se com
o FVa na superficie plaquetaria e produz uma explosdo na geracdo de trombina, o
suficiente para agir sobre o fibrinogénio. A plagueta é provavelmente o Unico local na qual
a propagagao da coagulagdo pode ocorrer efetivamente. A superficie plaquetaria é
especializada para coordenar a ligagdo do complexos tenase (FIXa — FVllla) e
protrombinase (FXa — Va). Em adicao, varias plaguetas podem ser recrutadas para o sitio
de lesao vascular para fornecer superficie suficiente para geragao de trombina em larga
escala (MONROE & HOFFMAN, 2006).
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Figura 1 — A via extrinseca ocorre em células expressando fatdr tissular (FT). A — Deficiéncia
destas proteinas prolongam o tempo de protrombina. B — O fator Vlla ligado ao FT ativa ambos os
fatores X e IX. O FXa liga-se ao fator Va na células e converte uma pequena quantidade de
protrombina em trombina. Adaptado de MONROE & HOFFMAN, 2006.
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Figura 2 — A via intrinseca ocorre nas plaquetas ativadas. A — As proteinas da via intrinseca
classica sdo mostrados por uma sequéncia de ativagao pelo cininogenio de alto peso molecular e
precalicreina. Deficiéncia de qualquer um destes fatores prolonga o tempo de tromboplastina
parcial ativada. Entretanto, a deficiéncia de cininogénio, precalicreina ou fator XlIl ndo esta
associada a tendéncia a hemorragias em humanos. B — Na superficie das plaquetas ativadas, o
fator IXa formado nas células expressando fator tissular pode incorpora-se ao complexo tenase.
Fator |Xa adicional é formado pelo fator Xla ligado a plaqueta. O fator Xa formado na superficie
plaquetaria é incorporado ao complexo protrombinase, levando a explosdo na geragao de
trombina. Uma vez que o fator Xl é ativado na superficie plaquetaria pela trombina, precalicreina,
cininogénio e fator XIl ndo sao requeridos para a geragao de trombina neste modelo. Adaptado de
MONROE & HOFFMAN, 2006.
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1.1.4 - Regulacao da coagulacao

Durante a ativacdo do sistema de coagulagdo do sangue, diversas
serinoproteases com alta capacidade pro-coagulante sao sequiencialmente produzidas,
culminando com a formagdo de um coagulo estavel de fibrina. A atividade dessas
proteases é regulada por um conjunto de proteinas conhecidas como anticoagulantes
naturais ou inibidores fisiolégicos da coagulacao, cujos principais representantes séo a
antitrombina (AT), proteina C (PC) e proteina S (PS) (FRANCO, 2005). Assim, alteracoes
ou deficiéncias desses inibidores levam a fendbmenos trombéticos. A AT parece ser a
proteina mais importante, neutralizando efetivamente todas as serino proteases
produzidas durante a coagulagdo. E o inibidor primario da trombina e também exerce
efeito inibitoério sobre diversas outras enzimas da coagulagao, incluindo os fatores 1Xa,
Xa, Xla e Xlla, além de acelerar a dissociacao do complexo fator Vlla/FT e impedir sua
re-associacao. A AT requer heparina para sua efetiva atividade anticoagulante (FRANCO,
2005, RODAK, 2002).

A proteina C é uma glicoproteina dependente da vitamina K, sintetizada pelo
figado, que consiste de uma cadeia leve de 155 aminoacidos acoplada a uma cadeia
pesada de 304 aminoacidos por ligagao dissufidica. A PC é ativada pela trombina na
superficie da célula endotelial, apo6s sua ligacao a trombomodulina (TM). Esse processo é
estimulado aproximadamente 20 vezes pelo receptor endotelial da proteina C (EPCR),
que é expresso predominantemente na superficie endotelial de grandes veias e artérias.
A TM é uma proteina de membrana, que é expressa em toda a vasculatura, com uma
possivel excecdo, o cérebro. Uma vez ativada, a PC cliva e inativa os fatores Va e Vllla
em uma reacao acelerada pelo seu co-fator, a PS. Em adigcdo, a PC ativada pode
estimular, via EPCR, receptores ativados por proteases ou outros receptores ainda nao
identificados para a modulacao da funcao celular, resultando na atenuacao de processos
inflamatérios, apoptoticos e fenotipos pro-coagulantes (AIRD, 2004).

Outro inibidor natural, o TFPI, tem como principal alvo o fator Xa e o complexo
fator Vlla-FT-Xa. Este é ativado quando o fator Xa reage com o complexo fator Vila/FT.
niveis detectaveis de FT. A elevacdo de FT é relatada em placas ateroscleréticas,
provavelmente  refletindo a  secrecdo pelas células musculares lisas,
monaocitos/macrofagos e células endoteliais. Na corrente sanguinea, o TFPI existe na
forma livre e também associado a lipoproteinas, sendo secretado por células endoteliais,
plaguetas e monécitos. Em condi¢des patoldgicas, o complexo TFPI-fator Xa e/ou fator
Vlla esta presente na circulacdo e é metabolizado principalmente no figado. Entretanto,
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outras células podem incorporar o TFPl. O TFPI atua na regulacdo permanente da
expressao do FT na superficie celular em mondcitos e fibroblastos. Devido a ativagao do
TFPI, o complexo fator Vlla-FT tem vida curta (KATO, 2002).

O ultimo estagio do processo da coagulacdo sanguinea consiste na
fibrinoformagao, que se inicia apos a polimerizagao de fibrina. A clivagem do fibrinogénio,
mediada pela trombina, em fibrinopeptideos leva a geracdo de mondémeros de fibrina.
Esses polimerizam espontaneamente em fibras de fibrina, o principal constituinte do
coagulo. Os mondmeros de fibrina tornam-se covalentemente ligados por agao do fator
Xllla, (ativado pela trombina). Além da ativagédo da fibrindlise, a trombina atua como um
ativador potente da agregacao plaquetaria, ligando e clivando receptores ativados por
proteases transmembrana, ativando dessa forma, os receptores das glicoproteinas llb/llla
na superficie plaquetaria. O fibrinogénio contém sitios de ligagao para receptores de
glicoproteinas llIb/llla presentes na membrana das plaquetas, e por ser uma molécula
dimérica, permite a adesao entre as plaquetas ativadas. Ap6s a formacdo do coagulo
estavel de fibrina a atividade da trombina é abolida. Isso ocorre pela incorporagéo da
trombina ao coagulo de fibrina e por sua ligagao a inibidores como antitrombina, co-fator
Il da heparina, alfa2-macroglobulina ou inibidor da proteina C (FURLAN, 2002)

O sistema fibrinolitico ou sistema plasminogénio/plasmina é composto por
diversas proteinas que regulam a geracdo de plasmina (produzida a partir do
plasminogénio), que degrada a fibrina e ativa metaloproteinases de matriz extracelular. O
sistema é ativado por serinoproteases como o tPA e ativador de plasminogénio tipo
uroquinase. O tPA é secretado pelas células endoteliais e circula ligado a inibidores como
o PAI-1, sendo esse secretado também pelas células endoteliais. Entdo, quando ocorre
um trauma, a secrecao de tPA excede a de PAI-1 para que ocorra a fibrindlise. Outra
forma de inibicdo da fibrindlise € mediada pela alfa2-antiplasmina, que é uma proteina
plasmatica, que de modo rapido e irreversivel, liga-se a plasmina livre. Um outro inibidor
é o inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI) que inibe a fibrindlise por remover
residuos de lisina da molécula de fibrina durante o processo de lise do coagulo. Apés a
degradacao da fibrina, varios fragmentos sdo gerados, X,Y,D,E e D-Dimero (D-D). Varios
desses fragmentos atuam sobre a hemostasia prevenindo agregacdo plaquetaria e
impedindo a polimerizagao de fibrina (RODAK, 2002).

1.1.5 - Eventos tromboticos arteriais e obstrucao vascular

A trombose arterial € uma desordem multifatorial, que resulta de anormalidades
no sistema de coagulacdo, ativagcdo de plaquetas e do endotélio vascular. O trombo

consiste na formacdo inadequada de agregados de plaquetas e/ou coagulos de fibrina
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que obstruem os vasos podendo levar a isquemia e necrose. O termo trombofilia define a
predisposicao a trombose devido a fatores genéticos e/ou adquiridos (RODAK, 2002).

1.1.5.1 - Ocorréncia de eventos trombéticos arteriais e suas manifestacées

A trombose arterial e suas manifestagdes clinicas representam a principal causa
de morte em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos. A patogénese da doencga
trombdética é complexa e envolve multiplos fatores genéticos e adquiridos, relacionados a
aterosclerose e trombose, bem como suas interagdes. Classicamente, a trombose aguda,
no sitio de uma placa aterosclerética rompida, rica e m lipides, consiste em um evento
precipitante resultante da transicdo de uma doenga aterosclerética estavel e subclinica,
para um infarto agudo do miocardio (IAM), AVC ou oclusao arterial periférica (ROSS,
1999).

A formacdo do trombo arterial estda relacionada a progressdo de lesdes
complexas, onde a combinacdo de remodelamento vascular, erosdo da superficie
vascular ou ruptura de placas ativam o sistema da coagulagdo (ROSS, 1999; LIBBY &
SIMON, 2001). As plaquetas ativadas, juntamente com monécitos e macrofagos
bloqueiam o endotélio impedindo a liberacdo normal de substéncias antitrombéticas,
como o Oxido nitrico e o expdem a substancias protrombéticas, como fator tecidual.
Pequenas placas se rompem obstruindo as artérias e liberando substancias trombéticas.
As plaquetas ativadas também formam um tampao arterial com um minimo de fibrina,
chamado “trombo branco”, que causa morte em torno do tecido (FRANCO, 2005).
Anormalidades genéticas, que comprometam a producao, atividade, biodisponibilidade ou
o metabolismo de fatores especificos podem alterar o balanco fisiol6gico e predispor aos

eventos tromboembdlicos e aterotrombdéticos prematuros.

1.1.5.2 - Eventos tromboticos arteriais e aterosclerose

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica resultante de lesdo vascular,
deposicao lipidica, ativagdo e proliferacdo de macrofagos, células musculares lisas e
plaquetas. Durante a fase inicial da aterosclerose, a trombose é infreqliente. Contudo,
com a evolugdo do processo, a formacdo de fissuras ou a ulceragdo da placa
aterosclerética expde substancias altamente trombogénicas. Isso ocorre nas placas com
uma fina camada fibrosa e com uma grande quantidade lipidica, e naquelas com uma

grande concentragao de fator tissular. Segue-se entdo a adesdo de plaquetas e o rapido
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crescimento do trombo, alterando desfavoravelmente o fluxo sanguineo (FRANCO,
2005).

A aterosclerose, como uma doencga multifatorial, € conseqiéncia de muitos anos
de exposicao as influéncias aterogénicas, que levam as lesbes vasculares prematuras.
Sob a influéncia de fatores relacionados a idade e sexo, estas lesdes avancam e este
processo é acelerado por determinantes genéticos, como Fator V Leiden, e adquiridos,
incluindo tabagismo e dieta (LUSIS, 2000, LUSHER et al., 2003). Na maioria dos
pacientes, complicacbes aterotrombéticas desenvolvem-se a partir de aterosclerose em
uma ou mais artérias coronarianas, cerebrovasculares ou periféricas (ROSS, 1999;
LIBBY, 1998). O IAM e o AVC podem consistir na primeira manifestagdo da
aterosclerose. Possiveis causas da disfuncdo endotelial que levam a aterosclerose
incluem dislipidemias, tabagismo, hipertensdo arterial, diabetes mellitus, obesidade,
alteracdes genéticas, hiperhomocisteinemia, estados de hipercoagulabilidade e
combinagdo desses fatores (TOUSOULIS et al.,, 2003). A influéncia dos diferentes
fatores sobre a aterosclerose ndao é uniforme, de forma que a dislipidemia favorece
preferencialmente a evolugdo de cardiopatia isquémica, a hipertensao, as enfermidades
cerebrovasculares. Ja o tabagismo e diabetes mellitus, a arteriopatia periférica (ESC,
2003).

1.1.5.3 - Influéncia de lipides, lipoproteinas e apolipoproteinas na patogénese dos

eventos tromboticos arteriais

Estudos prévios tém demonstrado que niveis plasmaticos elevados de
triglicérides constituem um fator de risco independente para DAC e sua elevagéo esta
sendo reconhecida como um marcador entre condigcbes clinicas e metabdlicas
associadas com risco aumentado de aterosclerose (CHANU, 1999; DAVIGNON & COHN,
1996; OOI & OOI, 1998).

A interacao lipides-proteinas da origem a complexos moleculares de grande
importancia metabdlica, as lipoproteinas, que sdo complexos macromoleculares de
conformagao esférica, com os ésteres de colesterol e os triglicérides inseridos na porcao
central, enquanto o colesterol livre, os fosfolipides e as proteinas estao dispostos na
porcao periférica. As lipoproteinas tém como finalidade primordial transportar e distribuir
os componentes lipidicos para as células periféricas (GIANNINI, 1998).

Quatro classes maiores de lipoproteinas plasmaticas foram descritas (NELSON &
COX, 2002): quilomicrons (QM), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de alta densidade (HDL), e duas
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classes menores, lipoproteina de densidade intermediaria (IDL) e lipoproteina(a) ou
Lp(a).

A VLDL é uma lipoproteina de densidade muito baixa, particula menor que os
quilomicrons, rica em triglicérides enddgenos e, quando presentes em excesso no
plasma, causam turvagdo. Os ftriglicérides sdo de origem endégena, principalmente
hepatica, e constituem cerca de 50% da particula. O restante de sua composicdo sao
proteinas (apolipoproteinas B, E e C). O tamanho da particula varia amplamente com a
variagdo concomitante da composi¢édo quimica (CORVILAIN, 1997).

A LDL é uma lipoproteina de baixa densidade que resulta da transformacao
metabdlica das VLDL. A LDL contém cerca de 25% de proteinas, principalmente sob a
forma de apolipoproteina B (NELSON & COX, 2002), sendo que a maior parte do
colesterol encontra-se esterificada e constitui 50% da particula. Foram identificadas
subfracées de LDL as quais diferem no tamanho e na composigdo quimica. A LDL
transporta o colesterol do figado para as células periféricas. O aumento de LDL-colesterol
no plasma leva a sua oxidagdo e posterior captagao dessa fragao pelos macréfagos. Na
parede endotelial, a sobrecarga de colesterol nos macréfagos e nas células musculares
resulta na formacédo de células espumosas, 0 passo inicial para a formagao da placa
aterosclerdtica.

Estudos recentes mostraram que a LDL oxidada ndo é encontrada no plasma, mas
esta presente nas placas ateromatosas em seres humanos (WADDINGTON et al., 2003),
podendo ser avaliada laboratorialmente pela detec¢do de auto-anticorpos para LDL
oxidada, um bom marcador da oxidagao da LDL (BUI et al., 1996) Apéds a identificagcao da
LDL como a mais importante lipoproteina aterogénica, o controle de seus niveis
plasmaticos passou a ser o principal objetivo da terapéutica das dislipidemias (SBC,
2001).

A HDL é uma lipoproteina de alta densidade, constituida de 50% de proteina, 20%
de colesterol, principalmente na forma esterificada, 30% de fosfolipides e somente tragos
de triglicérides (BREWER & RADER, 1991). O transporte reverso do colesterol, dos
tecidos para o figado, é feito pela HDL, lipoproteina considerada importante fator anti-
aterogénico. A principal apolipoproteina da HDL é a ApoA, com cerca de 65% de ApoA-I
e de 10 a 20% de ApoA-Il (MARTINEZ, 2003).

Atualmente, ja esta bem estabelecido que a Lp(a), uma variante genética da LDL,
apresenta uma composicao lipidica similar a da LDL, quantitativamente em menor
concentracdo, e difere no conteddo protéico, uma vez que a Lp(a) apresenta a
apolipoproteina(a) ou apo(a) ligada a apolipoproteina B por pontes dissulfeto
(UTERMANN, 1989; HAJJUAR & NACHMAN, 1996; PATI & PATI, 2000; KOSCHINSKY,
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2004). A apo(a) é sintetizada no figado e a ligagdo com a apoB pode ocorrer tanto no
espago intracelular ou extracelular, dependendo do estado metabdlico do individuo
(SCANU, 1995). A Lp(a) nao é produto metabdlico de outras lipoproteinas contendo apo
B, como a VLDL, sendo portanto sintetizada independentemente das lipoproteinas ricas
em ftriglicérides (KREMPLER et al., 1979). Tal fato justificaria a observacdo de que a
concentragdo plasmatica da mesma nao é influenciada pela dieta (BROWN et al., 1991).
O metabolismo da Lp(a) ndo estd completamente esclarecido, e os estudos demonstram
que as variagdes de suas concentragdes plasmaticas dependem mais da sintese do que
do catabolismo desta lipoproteina (KOSCHINSKY, 2004). Os niveis plasmaticos de Lp(a)
e a sua massa molecular sao muito variaveis entre as pessoas, sendo determinados
geneticamente (MARCOVINA et al., 2003). Contudo, certas anormalidades metabdlicas
podem influenciar nas concentragdes circulantes de Lp(a). Estes valores podem ser
aumentados como parte de uma resposta de fase aguda, no diabetes mellitus,
insuficiéncia renal crénica, sindrome nefrética, cancer, menopausa € hipotireoidismo
(MILIONIS et al., 2000). O aumento potencial na concentragdo de Lp(a) circulante como
parte de uma resposta de fase aguda é de especial interesse no processo aterosclerético,
que envolve mecanismos inflamatérios, sugerindo que a concentragao de Lp(a) poderia
ser influenciada pela presenca de doencga vascular extensiva (MILIONIS et al., 2000).

Os valores de referéncia para os lipides plasmaticos utilizados atualmente para a
populacdo brasileira adulta foram definidos pela Sociedade Brasileira de Cardiologia,

SBC (2001), e estao representados no quadro 1.

Quadro 1 — Valores de referéncia dos lipides plasmaticos para individuos adultos

LIPIDES VALORES (mg/dL) CATEGORIA
Menor que 200 Otimo
Colesterol Total 200-239 Limitrofe
Maior ou igual a 240 Alto
Menor que 100 Otimo
100-129 Desejavel
LDL-colesterol 130-159 Limitrofe
160-189 Alto
Maior ou igual a 190 Muito alto
HDL- colesterol Menor que 40 Baixo
Maior que 60 Alto
Menor que 150 Otimo
Triglicérides 150-200 Limitrofe
201-499 Alto

Maior ou igual a 500 Muito alto
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1.2 - Trombose arterial e fatores de risco adquiridos
1.2.1 - Hipertensao

A prevaléncia mundial estimada da hipertensao é da ordem de 1 bilhdo, sendo
estimado que a hipertensdo seja responsavel por aproximadamente 7,1 milhdes de
mortes. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a pressdo acima de 115 mmHg é
responsavel por 62% de doencgas cerebrovasculares e 49% de doencas isquémicas do
coracao, com uma pequena variacao de sexo, constituindo um dos principais fatores de
risco para morte em todo mundo (WHO, 2002).

Estudos envolvendo mais de 1 milhdo de individuos tém indicado que a morte por
doencas cardiacas ou AVC aumenta progressivamente € linearmente com os valores de
pressdao sanguinea acima de 115 mmHg (pressdo sistdlica) e 75 mmHg pressao
diastélica (LEWINGTON et al., 2003)

O risco aumenta com a idade entre 40 a 89 anos. Para cada aumento de 20
mmHg na pressao sistélica ou 10 mmHg na pressao diastélica, ha uma duplicagao na
mortalidade por doenca cardiaca ou AVC. Valores entre 130 a 139/85 a 89 mmHg estéo
associados a um aumento superior a duas vezes no risco relativo para doencas
cardiovasculares quando comparado com niveis abaixo de 120/80 mmHg (VASAN et al.,
2001)

1.2.2 - Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus (DM) é um problema de saude mundial e sua incidéncia tem
aumentado rapidamente na populacao em geral, com risco bastante elevado de morbi-
mortalidade e redugdo da sobrevida e da expectativa de vida (GU et al., 1998). O DM é
um fator de risco importante relacionado a DAC que se caracteriza por ser mais difusa e
progressiva, e tem aumentado consideravelmente nos ultimos 10 anos a relagao entre os
pacientes diabéticos e a ocorréncia de DAC (TAKAISHI et al., 2004). Alem disso, a
associagéo entre diabetes e fatores como hipertenséo, obesidade, dislipidemia e quadro
de hipercoagulabilidade contribui para a progressao de DAC (DE FRONZO, 1997)

Goessens et al. (2007) avaliaram a influéncia de fatores como o diabetes mellitus,
além de outros como hipertensao, tabagismo, obesidade, em um grupo de 461 pacientes
sintomaticos com doenca arterial periférica e a ocorréncia de eventos vasculares. Neste

estudo prospectivo, AVC e IAM, além de eventos relacionados a doenca arterial periférica
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como cirurgia vascular, intervencdes e amputacoes e mortalidade, foram documentadas.
Fatores como idade, niveis plasmaticos de homaocisteina (Hcy), disfuncéo renal e histéria
familiar para doengas cardiacas foram relacionados a risco aumentado em poucos
eventos vasculares, enquanto houve um aumento consideravel na prevaléncia de
hipertensdo, DM e obesidade em pacientes que apresentaram algum tipo de alteracao
vascular.

1.2.3 - Tabagismo

O tabagismo é um dos mais importantes fatores de risco para doencas arteriais,
principalmente doenga arterial periférica. A associacao é relevante para ambos 0s sexos
e ocorre em todas as idades. Aproximadamente 90% de pacientes com doenca arterial
periférica tém histéria de tabagismo. A funcdo endotelial, o metabolismo de lipoproteinas,
a coagulagao sanguinea e a funcao plaquetaria sdo gravemente afetados pelo cigarro. A
vasodilatagdo dependente do endotélio, que reflete a biodisponibilidade de éxido nitrico é
prejudicada em fumantes e pode contribuir para a disfuncdo endotelial (CELERMAJER et
al.,, 1993, HEITZER et al., 1996). Ha também um aumento no risco de DAC, devido a
polimorfismos no gene da éxido nitrico sintase endotelial, além de um estresse oxidativo
aumentado (WANG et al., 1996).

O tabagismo acarreta grande prejuizo na qualidade de vida. Componentes do
cigarro, incluindo o mono6xido de carbono e a nicotina afetam a funcdo das células
endoteliais, aumenta a adesdo, a ativacdo e a agregacao plaquetaria, causa
vasoconstricao, além de favorecer a migracao de células musculares lisas e a oxidacao
de lipoproteinas de baixa densidade nos macréfagos, que séo reconhecidos como “foam
cells”. Estes processos afetam todo o sistema vascular e aumenta o risco de perda de
membros, bem como eventos arteriais coronarianos e cerebrovasculares agudos
(JEFREY et al., 2004).

1.2.4 - Obesidade

A obesidade consiste em um importante problema de salde publica, sendo
considerado pela organizagdo mundial de saide como uma epidemia global. A obesidade
relaciona-se a hipertensdo arterial, desordens cardiacas, osteoartrites, DM tipo 2 e alguns
tipos de céncer. A prevaléncia da obesidade tem aumentado bastante, principalmente na
populagcdo jovem e tende a continuar por toda a vida (GORTMAKER, et al., 1987,
TROIANO et al., 1991).
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A importancia da obesidade na morbi-mortalidade de pessoas com eventos
tromboéticos arteriais foi recentemente relatada por Golledge et al. (2007) ao avaliarem a
associacao entre obesidade e sindrome metabdlica com a gravidade e ocorréncia de
claudicacao intermitente. Este estudo sugeriu, que alem de fatores de riscos como
tabagismo, hipertensdo, DM, alteracdo do perfil lipidico e da proteina C reativa, a
avaliacdo e tratamento da obesidade representa um fator importante nos pacientes com
estes eventos vasculares. Além disso, estes autores mostraram ainda que concentragdes
plasmaticas de adiponectina podem ser um importante guia para avaliar a eficacia de
tratamento de pacientes com claudicagéo intermitente e obesidade.

1.3 - Predisposicado genética e trombose arterial

Estados protrombéticos podem ter carater hereditario, adquirido ou misto quando
resultam das interagdes de fatores ambientais (uso de estrégenos, obesidade, neoplasia,
cirurgia, doencas mieloproliferativas, tabagismo, etc.) com fatores genéticos
predisponentes (LORENZI et al., 2003). No entanto, a relagdo entre a maioria dos
polimorfismos genéticos e o risco para DAC, AVC e doencga vascular periférica (DVP)
ainda é controversa. As principais variagdes genéticas envolvidas na patogénese da
trombose arterial, entre os fatores da coagulacdao sdo o FVL, mutagbes no gene da
protrombina, do fibrinogénio e do FXIIl. Entre os fatores do sistema fibrinolitico,
destacam-se o tPA, o PAI-1 e o TAFIl. Outros polimorfismos genéticos tém sido
relacionados a trombose arterial, como polimorfismos no gene da ApoE e da enzima

conversora de angiotensina (ECA).
1.3.1 - Fator V Leiden (FVL)

O FVL consiste na presengca de uma mutagdo pontual no gene do fator V
(localizado no cromossomo 1, regido 1921-g925). Esta corresponde a transicdo de uma
guanina (G) para uma adenina (A) no nucleotideo 1691, no éxon 10, acarretando a troca
de uma arginina (Arg) por uma glutamina (Glu) na posicdo 506 da proteina (BERTINA et
al.,, 1994). Os individuos portadores dessa mutagdo em homozigose ou heterozigose
apresentam resisténcia a proteina C ativada (rPCa) (BERTINA et al., 1994).

O FVL esta presente em diversas populacdes com descendéncia caucasiana,
sendo que a prevaléncia na forma heterozigotica varia de 2% a 13% e é extremamente
rara entre africanos, chineses, japoneses, amerindios e povos do sul da Asia (BERTINA,
1997). A presenca da mutagdo apresenta uma associacdo positiva com
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tromboembolismo venoso (TEV), sendo o risco aumentado em 6,6 vezes (SIMIONI et al.,
2002).

Embora o FVL constitua um fator de risco para trombose venosa, sua associagao
com eventos tromboticos arteriais € controversa (LONGSTRETH et al., 1998,
ROSENDAAL et al., 1997). Madonna et al. (2002) avaliaram jovens ltalianos com evento
trombético arterial e encontraram uma freqiéncia de 5,3% para FVL. Esse valor nao
diferiu significativamente do obtido para individuos saudaveis que foi de 6,5%. Gupta et
al. (20083), estudaram pacientes com DAC, no norte da india e ndo encontraram nenhum
portador da mutagdo no gene do fator V, concluindo que ndo ha associacido entre a
mutagao e a ocorréncia da DAC naquela populagao.

Em uma avaliagdo de pacientes com IAM, no sul da Turquia, foi encontrada uma
prevaléncia de 6,3% e 5,2% do FVL em pacientes e no grupo-controle, respectivamente,
sugerindo que esse fator ndo constitui um fator de risco para o desenvolvimento de IAM
em pacientes com idade inferior a 55 anos (DONMEZ et al., 2004). Por outro lado, em um
estudo envolvendo pacientes com IAM e controles saudaveis na Holanda, foi observado
que a presenca da mutagao do FVL aumenta o risco para esse evento (DOGGEN et al.,
1998).

Em um estudo conduzido no Brasil por Voetsch et al. (2000) em um grupo de 167
pacientes com trombose cerebral, 153 com AVC e 14 com trombose venosa cerebral
(TVC), sendo 124 de origem caucasiana e 43 de origem africana, ndo foi verificada
variagao significativa que apontasse o FVL como fator de risco para AVC ou TVC.

O FVL pode estar associado a outras alteragées que predispdem a trombose,
incluindo a deficiéncia de antitrombina, de proteina C e S, a hiperhomocisteinemia € a
mutagdo no gene da protrombina, aumentando o risco para o evento tromboético
(KOELEMAN et al., 1994, RIDKER et al., 1997, TOSETTO et al., 1998; MORELLI et al.
2005). A coexisténcia de fatores de risco trombogénicos em muitos pacientes indica que
estes eventos resultam de efeitos combinados de diferentes mecanismos patogénicos
(JANSSEN et al., 2000). Godoi et al. (2002), observaram que a presenca das mutagoes
de importancia em trombofilia isoladamente ou em combinagdo, por si sé, nao
predispéem obrigatoriamente individuos jovens, assintomaticos, a um quadro de
hipercoagulabilidade.

1.3.2 - Mutacao no gene da protrombina

A mutacao 20210A no gene da protrombina consiste na transicdo de uma guanina
(G) para uma adenina (A). Essa posicao esta localizada no ultimo nucleotideo da regiao
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3' ndo traduzida do cDNA, justamente antes do sitio de fixagao da cauda poli A do gene
que codifica a protrombina humana. Esse gene esta localizado no cromossomo 11, na
regidao 11p11-q12, sendo organizado em 14 éxons e 13 introns. Essa mutagido pode
acarretar elevacao dos niveis plasmaticos de protrombina da ordem de 30%
(hiperprotrombinemia), resultando na formagdo aumentada de trombina e conseqliente
coagulagdo exacerbada com risco aumentado para trombose venosa (POORT et al.,
1996; LORENZI, 2003).

O mecanismo pelo qual niveis elevados de protrombina induzem trombose ainda
nao esta bem esclarecido. A hiperprotrombinemia acentua a geracdo de trombina, que
desempenha um importante papel na regulagédo da fibrindlise por catalisar a ativacao do
TAFI. Esse é um precursor plasmatico de uma carboxipeptidase B que inibe a formacao
de plasmina por remover o plasminogénio ligado aos sitios de fibrina parcialmente
degradada. Niveis aumentados de TAFI estdo associados a risco elevado para trombose
(COLCCI et al., 2004).

A mutagdo no gene da protrombina constitui uma desordem genética comum
associada a trombose venosa, sendo encontrada em 4,6 a 8,0% dos pacientes com um
primeiro episodio de trombose venosa profunda em contraste com 1 a 3% em controles
saudaveis (CUMMING et al., 1997).

De Stefano et al. (2003), ao investigar a importancia da mutagdo no gene da
protrombina como fator de risco para tromboembolismo venoso, relataram um risco de
3,4 vezes maior em relagdo ao grupo controle. Porém, o risco de ocorréncia de
tromboembolismo venoso secundario, em pacientes jovens e idosos, portadores desta
mutagao, € mais pronunciado na presenga de fatores de risco circunstanciais como uso
de contraceptivos orais, gravidez, cirurgia e trauma e em pacientes com idade mais
avancgada.

Arruda et al. (1997), estudando pacientes portadores de trombose venosa e
arterial, encontraram uma incidéncia de 4,3% do alelo 20210A em pacientes com
trombose venosa, quando comparado a 0,7% nos controles. Houve também, uma alta
prevaléncia do alelo mutante entre os pacientes com trombose arterial, sem fatores de
risco adquiridos como hiperlipoproteinemia, hipertenséo e diabetes, sendo a incidéncia de
5,7%, quando comparados aos controles. Foi encontrada ainda uma incidéncia de 2% em
individuos descendentes de africanos, sendo esta mutagao rara entre descendentes de
indios. Ferrarese et al. (1998), estudando pacientes que sofreram trombose venosa e
arterial, ndo encontraram evidéncias significativas que apontassem a mutacao no gene
da protrombina como um fator de risco para trombose arterial. No entanto, foi encontrada

uma incidéncia de 16% entre os pacientes com trombose venosa, mostrando sua
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importancia como fator de risco para ocorréncia desse tipo de evento. Kapur et al. (1997)
encontraram uma prevaléncia de 19% em pacientes com trombose venosa, mas nao
observou incidéncia elevada em pacientes com trombose arterial.

Russo et al. (2001) avaliando portadores de DAC, relataram uma incidéncia da
mutacdo em heterozigose de 5,3% entre os pacientes e de 3,1% entre os individuos
controles, confirmando que a mutagcdo G20210A nao influencia a ocorréncia da DAC,
apesar do aumento na atividade de protrombina.

Outro aspecto importante a ser observado é que a mutagdo G20210A, em
associacdo com FVL tem sido relatada como fator de risco para trombose venosa em
adultos. Entretanto, os dados séo limitados sobre a relevancia desses fatores, bem como
a concomitancia com outras deficiéncias (proteina C e S e antitrombina), em criangas e
adolescentes. Segundo Junker et al. (1999), em um estudo sobre trombofilia na infancia,
realizado na Alemanha, a freqiiéncia encontrada para G20210A foi de 4.2%, enquanto
que para FVL foi de 31,8%, mostrando que ambas as mutagdes sdo importantes fatores
de risco para trombose venosa durante a infancia e adolescéncia.

A presenca da mutagdo no gene da protrombina associada a outros fatores
trombofilicos foi investigada no Brasil, em pacientes jovens de origem caucasiana e
africana e que sofreram AVC e TVC. Entre os pacientes de origem caucasiana, com
AVC, nao foi detectada variacdo significativa em relagdo a freqiiéncia da mutacdo no
gene da protrombina, bem como para o FVL e MTHFR. J&a entre os descendentes de
africanos, 10,3% apresentavam MTHFR em homozigose, valor esse significativo em
relacdo ao grupo-controle. Entre os pacientes de origem caucasiana, com TVC, 20%
apresentaram mutacdo no gene da protrombina, sendo que esta mutagdo nao foi
identificada em nenhum descendente de africano. Dentre os pacientes, as mulheres com
TVC estavam em uso de contraceptivos orais ou no puerpério (VOESTCH et al., 2000).
Com relagédo a ocorréncia de embolismo pulmonar, ha evidéncia de que a mutacao no
gene da protrombina por ser um fator de risco para trombose venosa é também, para
embolia pulmonar, porém ndo esta associada a embolia pulmonar isoladamente
(MARGAGLIONE et al., 2000).

Em outro estudo, realizado anteriormente por Ridker et al. (1999), nos Estados
Unidos, individuos clinicamente saudaveis foram acompanhados por dez anos, entre os
quais foi avaliada a presenga da mutagdo no gene da protrombina e ocorréncia de
trombose venosa e arterial. Em relacdo a trombose arterial, ndo foi evidenciado a
associacao entre o alelo mutante G20210A e risco para IAM ou AVC, sendo que também
nao foi evidenciada influéncia de fatores de risco cardiovasculares conhecidos como

tabagismo, diabetes, hipertensao dentre outros. Por outro lado, em outro estudo realizado
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no Canada, em pacientes que sofreram IAM, a mutagdo estava presente em 3,2% dos
pacientes e em 1% dos controles. Além disso, foi encontrada uma prevaléncia de FVL 3,9
vezes maior em relagdo aos controles, mostrando que a mutagéo no gene da protrombina
€ um fator de risco para IAM e que o FVL pode predispor a ocorréncia prematura do
evento (BUTT et al., 2003).

Burzotta et al. (2004), avaliaram pacientes Italianos, com idade acima de 65 anos,
com episodio de sindrome coronariana aguda, em relacdo a presenca da mutacao
G20210A. Foi relatado que a mutagdo nao aumentou significativamente o risco, porém na
auséncia dos tradicionais fatores de risco para doengas cardiovasculares, o risco foi
elevado, mostrando que a presenca da mutacdo em heterozigose afeta o prognéstico
apds a primeira sindrome coronariana em pacientes sem fatores de risco adicionais.

Segundo Tirado et al. (2001), em parentes de familias trombofilicas, a prevaléncia
da mutacao no gene da protrombina e FVL é alta, sugerindo que a avaliagdo para o FVL
e mutacao no gene da protrombina seria recomendado nestes individuos.

1.3.3 - Mutacao no gene da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)

A mutacdo mais freqlente da enzima MTHFR descrita por Kang et al. (1988),
resulta na troca de uma citosina (C) por uma timina (T) no nucleotideo 677. Essa
mutacéo pontual leva a substituicdo da valina por alanina na enzima funcional, originando
uma variante termolabil, com redugdo da atividade enzimatica (MEDINA et al., 2000).
Essa variante foi associada a niveis séricos diminuidos de folato, em dois pacientes, e
um aumento de 8 a 15 vezes nos niveis plasmaticos de Hcy. Tanto os niveis de folato,
quanto os de Hcy foram corrigidos com suplementacdo de &acido félico (AF). A
comparacéo da atividade da enzima em cultura de linfécitos, antes e apds aquecimento a
46°C por 5 minutos, mostrou uma reducao significativa dessa apds o aquecimento. A
presenca dessa mutacado acarreta um defeito na via de remetilacdo da Hcy e consiste em
um dos mais freqlientes causas genéticas de elevagdo moderada nos niveis da Hcy.
Essa elevacdo foi considerada como fator de risco independente para doencas
cardiovasculares (UELAND et al., 1993, FROOST et al., 1995). A freqiiéncia desta
mutacdo e seu impacto nos niveis plasmaticos de Hcy variam bastante dentre as
diferentes populagées (BELKOVETS et al.,, 2001, CAPPUCCIO et al, 2002,
GASPAROVIC et al., 2004).

A enzima MTHFR desempenha um papel critico no metabolismo da Hcy por
catalisar a conversdo do 5,10 metilenotetrahidrofolato em 5 metiltetrahidrofolato, doador
de grupo metil na remetilacdo da Hcy a metionina, numa via dependente de vitamina B12.
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Deficiéncia grave de MTHFR leva a homocistiniria, um evento raro caracterizado por
concentragoes elevadas de Hcy no plasma e urina. Concentragdes reduzidas da enzima,
freqientemente associadas a forma termolabil podem levar & hiperhomocisteinemia
(HHcy), e tém sido relatadas em individuos com doenca vascular oclusiva (BOERS et al.,
1985, CLARK et al., 1991). Estudos anteriores mostraram que o aumento moderado nos
niveis plasmaticos de Hcy, medidos em jejum ou 2 a 6 horas apds administracdo de
metionina esta associado ao aumento de risco para DAC e que elevacdo na
concentracdo de Hcy esta associado a ocorréncia de trombose venosa profunda (DEN
HEIJER et al., 1996, D’ ANGELO et al., 1997).

Varios estudos mostraram uma associacao significativa entre a mutacdo em
homozigose e a DAC, doenga arterial periférica e trombose venosa. A associagdo da
variagdo em homozigose com niveis baixos de folato, que predispde os pacientes a
doencas vasculares também foi observada. No que diz respeito a associacdo da mutacao
com doencgas cerebrovasculares, os resultados ainda sao controversos (MADONNA et
al., 2002).

Numerosas mutagbes da MTHFR foram identificadas, sendo que a maior parte
delas é rara e somente tém conseqliéncia clinica em homozigose, condicdo em que os
pacientes apresentam quadro clinico complexo, caracterizado por deficiéncias
neurolégicas variadas, retardo psicomotor, convulsées, doenca arterial prematura e
tromboembolismo venoso (TEV). Em contraste com a raridade destes efeitos, as
mutagdes 677C-T e 1298 A-G sdo mais prevalentes (FRANCO, 2005).

Girelli et al. (1998) estudando pacientes com DAC no norte da ltalia, e sua
associacdo com a mutacdo C677T na MTHFR e niveis de Hcy encontraram 15,7% de
homozigotos, e 52,5% de heterozigotos. No entanto, a mutacdo em homozigose nao foi
considerado um fator de risco para DAC. Um estudo semelhante havia mostrado também
que a mutacao nao representava um fator de risco para doencgas cardiovasculares e AVC
(SCHMITZ et al., 1996). Por outro lado, Gemmati et al. (1999), estudando a mutagéo no
gene da MTHFR e sua associacdo com trombose venosa e doencga arterial constataram
que a mutacdo em homozigose é um fator de risco para eventos trombéticos venosos e
arteriais. Casas et al., (2005), em uma metanalise verificaram um aumento no risco para
AVC em individuos homozigotos para o alelo T, o que é consistente com a relagdo causal
entre concentragdes plasmaticas de Hcy e ocorréncia de AVC.

1.3.4 - Apolipoproteina E (ApoE)
A ApoE é uma glicoproteina polimérfica, que desempenha um papel critico na
homeostase do colesterol e no catabolismo de lipoproteinas ricas em triglicérides. O gene
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da ApoE localiza-se no cromossomo 19 e codifica uma proteina de 299 aminoécidos,
sendo polimorfico, consistindo de trés alelos comuns (g, €3 € €) e seis diferentes
gendtipos, trés homozigoticos (ex/€s, €3/€3, €4/€4) € trés heterozigbticos (eo/€s, €2/€4, €3/€4)
(DAVIGNON et al, 1988). A afinidade da ApoE pelos receptores hepaticos LRP depende
deste polimorfismo, denominado "polimorfismo Hhal” (em referéncia a enzima de
restricdo Hhal, que cliva sitios especificos na regido polimérfica da ApoE), que afeta a
proteina tanto na sua estrutura quanto na sua funcao. (SCHWANKE et al., 2002)

A ocorréncia destes genétipos pode explicar variagdes nos niveis de colesterol
total em diferentes populagdes, como 7,0% em Caucasianos e 2,3% em Japoneses. A
isoforma mais comum é a E3, diferindo das outras duas isoformas pela substituicdo de
aminodcidos na posicao 112 (cisteina por arginina) para E4 e na posicao 158 (cisteina
por arginina) para E2 (SIEST et al., 1995, MARTINEZ, 1997; MARGAGLIONE et al.,
1998).

Os alelos da ApoE tém sido relacionados ao desenvolvimento precoce de
aterosclerose, DAC isquémica ou doencas cerebrovasculares (MARGAGLIONE et al.,
1998). Comparado a isoforma E3, a isoforma E2 tem sido menos associada a VLDL e
LDL, sendo mais associada a HDL e, conseqlientemente, sendo catabolisada mais
lentamente. A interagao especifica entre a ApoE com os receptores de LDL é essencial
no controle da remocao de particulas ricas em ApoE, como o VLDL, os quilomicrons
remanescentes € o IDL. Como a isoforma E2 de ApoE apresenta baixa afinidade de
ligacdo com os receptores de LDL-colesterol, aproximadamente 2% a menos que as
isoformas E3 e E4. Dessa forma, as particulas lipidicas que a expressam sao lentamente
removidas do plasma, configurando um quadro de hiperlipoproteinemia do tipo Il
(BARONI et al., 2003).

A isoforma E2 tem sido associada a aterosclerose da artéria carétida, a
aterotrombose, cardioembolismo e hemorragia intracerebral (KOKUBO et al., 2000). Um
papel aterogénico direto dessa glicoproteina tem sido atribuido na ateromatose de
membros inferiores, na auséncia de dislipidemias. Apesar do mecanismo desta
associacao ser desconhecido, é provavel que seja devido aos efeitos do alelo & no
“clearence” de lipoproteinas ricas em ftriglicérides, ou seja, conseqiiente ao catabolismo
mais lento (FIOL et al., 1987, DE ANDRADE et al., 1995).

A isoforma E4, por sua vez, apresenta alta afinidade de ligacdo com os receptores
de LDL, maior até que aquela observada com a isoforma E3. Como o VLDL, o IDL e os
quilomicrons sao removidos muito rapidamente do plasma: um mecanismo de feedback
ativa uma resposta hepatica de diminuicdo de expressido de receptores de LDL-
colesterol, o que resulta no aumento dos niveis plasmaticos de LDL-colesterol e configura
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um quadro de hiperlipoproteinemia do tipo Il (SIEST et al., 1995). Assim, os individuos
com genotipos €4/€4 e €3/€4 apresentam niveis mais altos de LDL-colesterol e colesterol
total em relagdo a individuos €3/€5, sendo particularmente susceptiveis ao
desenvolvimento precoce de doenga coronariana. Em jovens adultos, o alelo e4 em
associacdo com outros fatores como tabagismo, aumenta a predisposicdo ao
desenvolvimento de eventos cerebrais isquémicos (PEZZINI et al., 2004, PEZZINI et al.,
2005). A isoforma E4 esta ainda relacionada a aterotrombose e hemorragia intracerebral
(KOKUBO et al., 2000). Entretanto Lin et al. (2004) avaliando pacientes com doenca
cerebrovascular isquémica (DCVI) concluiram que o alelo €4 ndo desempenha um papel
importante no desenvolvimento deste evento e que o alelo €2 exerce um efeito protetor
em relagdo ao desenvolvimento da DCVI.

Um grupo de 185 individuos da regido de Minas Gerais, cidade de Ouro Preto
apresentou uma freqiiéncia de 72% para o alelo €3, 20% para o alelo €4 € 8% para o alelo
€. Foi observada uma freqiiéncia aumentada do alelo €4, bem como freqiiéncia
diminuida para o alelo €2 em individuos dislipidémicos, mas nao foi observada diferenca
significativa em relacdo aos seis genétipos esperados. Portadores do alelo €
apresentaram niveis diminuidos de LDL e colesterol total, quando comparados aos
portadores dos alelos €3 e €4. Nestes pacientes, o alelo € foi associado a um efeito
protetor, enquanto o alelo &4 associado a um risco aumentado para dislipidemia
(MENDES LANA, 2006).

1.3.5 - Inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI- 1)

O PAI-1 é uma glicoproteina de 50 KDa que pertence a superfamilia das
serinoproteases inibidoras. Embora existam controvérsias em relagao a influencia desse
inibidor na DAC, admite-se que a atividade fibrinolitica reduzida, pode estar associada
principalmente devido a elevagao da atividade do PAI-1. O gene do PAI-1 esta localizado
no cromossomo 7, posi¢cao g21,3-q22. Varios polimorfismos ja foram descritos nesse
gene, sendo os mais comuns, uma insercao (5G)/delecao (4G) a 675 pb do inicio da
transcricdo. Em pacientes com IAM, DM ndo dependente de insulina € em individuos
saudaveis, uma atividade plasmatica elevada do PAI-1 tem sido encontrada entre os que
apresentam o alelo 4G, comparados aos que apresentam o alelo 5G. O alelo 4G tem sido
relacionado ainda a niveis de colesterol, especialmente LDL, em pacientes com DAC
(SONG et al. 2000)

Os individuos homozigotos para a delecdo (4G/4G) apresentam niveis
plasmaticos de PAI-1 elevados, e os portadores da adicdo (5G/5@G) niveis reduzidos,
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enquanto individuos heterozigotos (4G/5G) possuem niveis intermediarios (MANSFIELD
et al.,, 1995). Por outro lado Van Goor et al., (2005), avaliando pacientes com AVC em
relacdo aos niveis de PAI-1 e o polimorfismo 4G/5G, encontraram 50% e 47% de
heterozigotos 4G/5G entre pacientes e controles, respectivamente. Encontraram ainda
27% e 29% de homozigotos 4G/4G entre pacientes e controles, respectivamente. Com
estes dados concluiram que tanto o polimorfismo 4G/5G quanto niveis plasmaticos de
PAI-1 ndo sao fatores de risco para AVC.

Outro polimorfismo na regido promotora do gene do PAI-1 é a substituicdo de
guanina (G) por adenina (A) na posicao de 844 pb, antes do inicio da transcricao
(G844A), que também implica na regulacao da expressao do gene (HENRY et al., 1998).
Morange et al. (2000) estudaram a presenca dos polimorfismos -675 4G/5G e G844A em
individuos portadores da mutacdo FV Leiden, distribuidos em trés grupos: os que
sofreram trombose, os assintomaticos e com histéria familiar, e os assintomaticos e sem
historia familiar. A freqiéncia do polimorfismo G844A foi estatisticamente diferente entre
os trés grupos (p= 0,048), sendo o alelo A mais freqliente em individuos que sofreram
trombose venosa (61%) em comparagédo aos que nao sofreram (52%, p= 0,015). Para os
dois grupos de individuos assintomaticos nao foi observada diferenga. A prevaléncia do
gendtipo AA foi maior em pacientes que sofreram trombose (38%) em comparagdo com
individuos assintomaticos (21%, p= 0,015), com risco relativo de 1,74 (1,3 a 3,8).
Entretanto, neste estudo, nao foi observada diferenga significativa entre os trés grupos
em relagdo a presenca do polimorfismo 4G/5G, embora o alelo 4G tenha se apresentado
mais freqliente no grupo que sofreu trombose.

Ding et al. (2006) em um estudo prospectivo em que foram avaliados 2995
individuos, dos quais 177 tiveram IAM e 101 AVC. Relataram a associag¢édo do alelo 4G e
niveis plasmaticos elevados de PAI-1. No entanto, ndo evidenciaram a associacdo dos
polimorfismos no gene do PAI-1 e o risco para IAM e AVC. Este estudo confirma dados
prévios como o estudo de Jood et al. (2005), no qual foram avaliados 600 pacientes com
AVC e 600 individuos saudaveis. Neste estudo, foram avaliados tanto o polimorfismo
4G/5G no gene do PAI-1 como o polimorfismo C-T no gene do tPA e suas influéncias nos
niveis plasmaticos de ambas as proteinas. Niveis plasmaticos de PAI-1 e tPA foram
independentemente associados ao evento trombético, mas a presencga do alelo 4G (PAI-
1) e do alelo T (tPA) nao foi associada a ocorréncia de AVC. Por outro lado, dados
descritos por Wiklund et al. (2005) sugerem que o genoétipo do PAI-1 influencia a
ocorréncia de episodios futuros de AVC e que o conhecimento do genétipo 4G/5G dos

individuos pode ter um melhor valor preditivo do que a simples avaliacdo dos niveis
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plasmaticos de PAI-1. Além disso, sugeriram que um risco excessivo associado ao alelo
4G pode ser modificado por niveis plasmaticos de triglicérides.
Desta forma, a relagdo do polimorfismo 4G5G e ocorréncia de AVC e DAC ainda é

controversa.

1.3.6 — Polimorfismos no gene do Sistema Sanguineo ABO

Existe atualmente, mais de 250 antigenos eritrocitarios que se encontram

distribuidos em 29 sistemas de grupos sangiiineos, de acordo com nomenclatura da
Sociedade Internacional de Transfusdo (ISBT). Os genes que codificam 28 dos 29
sistemas ja foram clonados e seqlienciados (CASTILHO & JUNIOR, 2004). O sistema
sangiineo ABO é composto por uma série de antigenos eritrocitarios, sendo estes
herdados geneticamente e definidos por seqiéncias de aminoacidos especificos
constituido por uma proteina ou por carboidratos ligados a proteinas ou lipidios (sdo
biossintetizadas por glicosiltransferases especificas codificadas no gene ABO).
Os antigenos ABO nao estéo restritos apenas a membrana dos eritrocitos, podendo ser
encontrados em linfécitos, plaquetas, endotélio capilar venular e arterial, células
sinusoidais do baco, medula 6ssea, mucosa gastrica, secre¢des e fluidos como saliva,
urina e leite (BATISSOCO et al., 2003).

O locus ABO estende-se por uma regido de 18-20 kilobases (kb), na posicao
9034.1-9934.2, consistindo de 7 exons (cujo tamanho varia entre 26-688 pares de base)
e 6 introns, sendo a maior parte das enzimas codificadas pelos exons 6 e 7, que
constituem 77% do gene ABO. Assim, o gene ABO tem no total 19514 pares de base
(pb), contando desde o coédon de iniciagdo até o cédon terminal (BATISSOCO et al.,
2003; OLSSON et al., 2001; ZAGO & COVAS, 2001). Os principais alelos do gene ABO
sao A1, B e O, que dao origem aos quatro grupos sanglineos: A, B, AB e O. Entre esses
alelos existe uma grande heterogeneidade genética, incluindo troca de aminodacidos na
molécula de glicosiltransferase, o que resulta em diversos subgrupos.

O sistema sangliineo ABO e mais recentemente niveis plasmaticos elevados do
FYW e FVIII tém sido associados a eventos tromboéticos, sendo observado uma alta
freqliéncia de grupos sanguineos ndo O em pacientes com trombose venosa e doencga
coronariana isquémica. Esta interagdo leva em consideragao que a regulagao dos niveis
plasmaticos do FVIII é dependente da complexagdo ao FvW, do grupo sanguineo e de
estimulos endoteliais. Os grupos sanglineos nao-O estdo associados a niveis
plasmaticos mais elevados de FVIIl e FYW que o grupo sanglineo O. Grande parte dos
efeitos do grupo sanguineo sobre os niveis plasmaticos de FVIII é mediada pelo FvW,
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tendo sido identificados neste oligossacarideos correspondentes aos antigenos do grupo
A, B e O, que podem afetar o clearance de FvW e do complexo FVYW/FVIII (KOSTER, et
al.,1995; O'DONNELL et al., 1997; VAN HYLCKAMA VLIEG et al, 2000;
KRAAIJENHAGEN et al., 2000; TIRADO et al., 2005; MORELLI et al., 2007).

A relagéo do sistema ABO e trombose venosa tem sido demonstrada em diversos
estudos. Morelli et al. (2005) avaliaram o efeito do genétipo do sistema ABO e o risco de
trombose venosa profunda em 471 pacientes e 471 controles. No grupo dos pacientes,
todos os genétipos ndo-O (70,9%) exceto homozigotos A?A? ou heterozigotos A’0'/ A?0?
(7,2%) foram associados a um alto risco de trombose quando comparados com genétipo
OO0 (29,1%). Além disso, entre os pacientes estudados, 92 (19,5%) apresentavam FVL
quando comparados com 14 (3,0%) do grupo-controle. O estudo mostrou que a
combinagdo dos genoétipos dos grupos sanguineos nao-O e FVL, comparados com
genotipos do grupo O sem FVL, aumenta o risco de trombose venosa em 23 vezes.

A associacdo entre grupo sangliineo e trombose arterial € dificil de ser
comprovada, uma vez que os niveis plasmaticos elevados de FVIIl e FvW observados na
trombose arterial podem refletir um processo inflamatério crénico, como o decorrente da
aterosclerose, e nao estarem necessariamente associados ao grupo sanguineo
(FOLSOM et al., 1993; CATTO et al.,, 1997). O FVIIl é uma proteina de fase aguda,
portanto € necessario excluir os pacientes com processos inflamatérios agudos em
estudos onde se deseja correlacionar o gendétipo ABO e eventos tromboticos
(O'DONNELL et al., 1997). Mesmo com essa limitagdo, diversos estudos tém relatado
uma associacao entre grupo ndo O e risco de doenca arterial tromboembodlica, incluindo
doenca coronariana isquémica e doenca vascular periférica (GARRISON et al., 1976,
LONESCU et al., 1979, WHINCUP et al., 1990, MEADE et al., 1994). Poucos estudos
tém investigado a associacdo em doencas cerebrovasculares de origem arterial. Clark et
al. (2005) avaliaram em um estudo caso controle, a freqiiéncia genotipica do grupo
sanguineo ABO (H), Lewis e Secretor e os fenétipos em pacientes com isquemia cerebral
de origem arterial. Observaram uma freqiiéncia maior de grupo ndo O entre os pacientes
quando comparados com o grupo-controle, ndo sendo observado diferencas fenotipicas e
genotipicas em relagdo aos grupos Lewis/Secretor. Embora tenha demonstrado um risco
moderado, os autores enfatizam a importancia do conhecimento do papel do sistema
sanglineo na ocorréncia deste evento, como importante meio para avaliar a ligagao entre
fatores como FvW, resisténcia a proteina C ou lipides e doenca vascular.
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OBJETIVOS



47

2.1 - Objetivo geral

Avaliar e correlacionar a prevaléncia de fatores genéticos e adquiridos com o risco
associado a trombose arterial, bem como os niveis plasmaticos de PAI-1, perfil lipidico e
apolipoprotéico em um grupo de pacientes que sofreram AVC e/ou DAP, bem como em
um grupo de individuos (controles) sem histéria pregressa de trombose.

2.2 - Objetivos especificos

2.2.1- Identificar entre os participantes do estudo, a presenca de mutagdes para o Fator V
(G1691A), a mutacao C677T no gene da MTHFR e a mutacdo G20210A no gene da
protrombina.

2.2.3 - Detectar a freqiéncia dos polimorfismos -675 4G/5G e G844A na regiao
promotora do gene do inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), por

metodologia molecular.

2.2.4 - Correlacionar a freqtiéncia de polimorfismos (-675 4G/5G e A- 844G) na regiao
promotora do gene do PAI-1 com os niveis plasmaticos de PAI-1.

2.2.5 - Avaliar o perfil lipidico a apolipoprotéico (ApoB e ApoA-l) e os niveis de PCR.

2.2.6 - Detectar a freqiiéncia dos polimorfismos no gene da ApoE, por metodologia

molecular.

2.2.6 - Correlacionar a freqiéncia dos polimorfismos no gene da ApoE com o perfil
lipidico e apolipoproteico.

2.2.7 - Detectar a freqliéncia dos polimorfismos no gene do sistema ABO, por
metodologia molecular.



