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1.INTRODUCAO

1.1.LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES)

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) continua sendo um dos enigmas da medicina
clinica, pois trata-se de uma patologia sistémica de etiologia desconhecida. Os pacientes
apresentam sintomas clinicos variados, tais como artrites, serosites, nefrites, vasculites,
miosites, pneumonites, manifestagdes mucocutaneas, hemocitopenias imunolégicas,
quadros neuropsiquiatricos diversos e hiperatividade reticulo-endotelial. Por serem estes
sintomas td3o diversos, convencionou-se a realizagdo de diagndsticos através da associagdo
de manifestagdes, conforme proposto pelos critérios diagnosticos do Colégio Americano de
Reumatologia.

Participam de sua fisiopatogénese diversos fatores, incluindo processos
imunologicos autodirecionados complexos, formagdo e deposi¢do de imunocomplexos,
ativagdo do complemento, dano tecidual mediado por células, ativagdo intravascular da
coagulacd@o e da agregagdo plaquetaria, deficiéncias no sistema do complemento e liberagdo
de citocinas (BRENNER et al., 2001).

Nas ultimas quatro décadas a incidéncia de LES mais do que triplicou, passando de
1,51/100000 entre 1950-79 para 5,56/100000 entre 1980-92. O aumento da incidéncia de
LES pode ser devido a um aumento na sobrevida dos pacientes. Durante a década de 1990
90% dos pacientes sobreviviam mais do que 5 anos apds o inicio da manifestacio da
doenga, enquanto que na década de 1950 apenas 50% alcangavam esse periodo. Atualmente
75-85% dos pacientes com LES apresentam uma sobrevida superior a 10 anos. O aumento
na sobrevida resulta da combinagdo de diagnosticos precoces, novas terapias
farmacolégicas e melhor manejo clinico. Alguns estudos realizados na Asia e Africa
confirmam este quadro, onde apenas 60% dos pacientes de paises como Malasia, China e
india alcancam uma sobrevida de 10 anos e em paises como Senegal apenas 70%
conseguem sobreviver mais do que 1 ano (RUIZ-IRASTORZA et al., 2001).

Infeccdes sdo a principal causa de mortalidade em todos os estagios de LES.

Mortalidade precoce € devido usualmente a doenga ativa (infecgbes e exacerbagBes ndo



controladas), enquanto aterosclerose € a principal causa de morte tardia. Na revisdo
realizada por BRENNER et al. (2001), foi identificado a coronariopatia aterosclerotica
como segunda causa mais comum de internagdo hospitalar. Tanto o sistema vascular
coronariano quanto o cerebral e o periférico sdo afetados por trombose e vasculopatias,
sendo importantes causas de mortalidade, morbidade e custo. A trombose € considerada a
segunda manifestagdo mais freqiiente depois das infec¢des, tendo em alguns casos a mesma
responsabilidade pelo nimero de mortes (RUIZ-IRASTORZA et al., 2001).

Lupus Eritematoso Sistémico caracteriza-se pela presenga de mualtiplos
autoanticorpos. Aproximadamente um ter¢o dos pacientes com LES apresentam anticorpos
antifosfolipidicos (aPLs) (LOVE & SANTORO, 1990).

1.1.1LANTICORPOS ANTIFOSFOLIPIDICOS (aPLs)

Anteriormente pensava-se que os aPLs eram dirigidos a fosfolipideos aniénicos,
atualmente sabe-se que os aPLs fazem parte de um grupo heterogéneo de autoanticorpos

dirigidos a fosfolipideos ligados a proteinas plasmaticas (ROUBEY, 1994).

Em pacientes com LES a presencga de anticorpos antifosfolipidicos esta associada a
uma poderosa predisposi¢do a eventos trombdticos (MALE et al., 2001). Embora essa
associagdo esteja estabelecida, os mecanismos que a envolvem ainda ndo estio bem
esclarecidos, sendo que varias propostas tem sido feitas tentando explica-los, incluindo
entre estas a ativagdo plaquetaria promovida por aPLs, predispondo portanto pessoas a
trombose ¢ trombocitopenias (LOVE & SANTORO, 1990; LIN & WANG, 1992),
disturbios nas fungdes das células endoteliais (OOSTING et al, 1992) e relatos de
anormalidades adquiridas da rota da proteina C associada com aPLs, com resisténcia a
proteina C ativada (APCR) e diminui¢do da concentragdo plasmatica da proteina S
(MARCINIAK & ROMOND, 1989; PARKE et al., 1992). Em estudo realizado por MALE
et al. (2001) em pacientes pediatricos com LES, foi encontrada uma interagdo significante
entre APCR e lapus anticoagulante, ambos associados com um alto risco de eventos
tromboticos (ETs). Concentragdes de proteina S e proteina C ndo foram associadas com a
presenca de aPLs, APCR ou ETs.



Anticorpos antifosfolipidicos também sdo reconhecidas causas de complicagdes na
gravidez, incluindo ocorréncia de abortos expontaneos, morte-fetal e pré-eclampsia. Lapus
tende a reaparecer durante a gravidez, no entanto, esta reapari¢ao tende a ser branda quando
a doenga é bem controlada, sendo associado com um aumento da prematuridade (RUIZ-
IRASTORZA et al., 2001).

Existem dois grandes grupos de aPLs: lipus anticoagulante e anticorpos

anticardiolipinas.

1.1.1.1.LUPUS ANTICOAGULANTE (LA)

Desde a década de 1950, observou-se a atividade anticoagulante in vitro do
anticorpo lipus anticoagulante, anos mais tarde soube-se que individuos com LES
possuiam uma imunoglobulina que tinha a habilidade de prolongar os testes de coagulagio
dependentes de fosfolipideos. Alguns estudos atuais indicam uma atividade anticoagulante
in vitro dos aPLs, porém, de acordo com FIELD et al. (1999) isto se daria porque estes
testes sdo feitos em condigdes estaticas de fluxo, bem diferentes daquelas que ocorrem
durante a formagdo do trombo, e sugerem que, sob condi¢des de fluxo sangiiineo, os aPLs
propagariam a coagulagdo, facilitando a interagdo da protrombina com a parede do vaso

sangiiineo danificado.

De acordo com artigo de revisio de BICK (2001) em torno de 10% dos pacientes
com LES apresentam LA. Estes anticorpos também podem ser observados em outras
condi¢gdes, como tumores malignos, desordens linfoproliferativas e infecgbes virais
(especialmente na infecgdo por HIV), ocorrendo também em associagdo com a ingestdo de

certas drogas, como a cocaina.

Entre os pacientes com LES, aproximadamente 25% apresentam uma deficiéncia na
formagdo de trombina. Essa deficiéncia pode ser explicada pela analise de purificados de
LA que inibem a ligagdo de protrombina e fator Xa a fosfolipideos, inibindo a atividade do
complexo requerido para a conversio de protrombina em trombina (ROUBEY, 1994).

Embora exerga atividades pro-coagulante e anti-fibrinolitica, a trombina, juntamente com a



trombomodulina, ativa a proteina C, a qual inibe os fatores V e VIII da cascata de

coagulagido, desempenhando um papel anticoagulante.

A grande importéncia clinica da presenga de LA esta no fato de que pacientes que
apresentam estes autoanticorpos tem um aumento no risco de adquirir doengas
tromboembolicas, mais comumente trombose venosa profunda, tromboembolismo
pulmonar e trombose de grandes vasos (BICK, 2001). Em estudo feito por FIJNER et al.
(1996) a ocorréncia de LA ¢ apontada como fator de risco para trombose arterial e

trombose venosa.

1.1.1.2.ANTICORPOS ANTICARDIOLIPINAS (AAC)

Os anticorpos anticardiolipinas nao estao limitados & populagdo de pacientes com
lapus, sendo também encontrados na populagdo ndo lipica. A presenga de AACs esta
associada com trombose e tromboembolismo dos sistemas arterial e venoso, abortos
recorrentes e trombocitopenia.

Anticorpos anticardiolipinas tem afinidade por importantes fosfolipideos envolvidos
na hemostasia, sendo direcionados primariamente contra fosfatidilserina e fosfatidilinositol.

Algumas diferengas entre anticorpos anticardiolipinas e lipus anticoagulante
incluem diferentes apresenta¢des clinicas. Anticardiolipinas sd3o usualmente mas nem
sempre dependentes de um co-fator in vifro (B-2-GP-I), enquanto que a atividade do lapus
anticoagulante in vifro apresenta-se independente de P-2-GP-I. Ambos autoanticorpos
parecem ser direcionados para diferentes complexos fosfolipidicos, mas ao contrario dos
LAs, purificados de AACs ndo prolongam os testes de coagulagdo dependentes de
fosfolipidios (SHI et al., 1993).

Atualmente foram reconhecidos novos “subgrupos” de aPLs, anticorpos contra §-2-
GP-1, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilcolina e anti-anexina-V. Anti-anexina-V constitui-se no “subgrupo” mais
recentemente associado com trombose arterial e venosa. Anexina-V ¢é uma proteina ligada a

fosfolipideos e um importante componente vascular, sendo que anticorpos dirigidos a essa

UFrGS - BIBLIOTECA

IeT oinménniac



proteina parecem lesionar o endotélio levando, portanto, a tendéncias trombéticas (BICK,
2001).

1.2.TROMBOSE

O desenvolvimento de desordens trombdticas em humanos € uma das causas mais
comuns de mortalidade ¢ morbidade no mundo ocidental. Embora dados diretos de
incidéncia e prevaléncia ainda sejam escassos, alguns estudos sugerem que a prevaléncia
minima de trombose venosa profunda esta entre 5 e 10%, sendo que quando se inclui
trombose arterial, outras tromboses venosas e condigdes trombdticas ndo diagnosticadas

este nimero pode ser maior do que 10% (NORDSTROM et al., 1992).

A trombose consiste no processo de coagulagdo do sangue circulante dentro do
sistema cardiovascular de um animal vivo. Resulta da formagio de uma massa solida ou
semi-solida, formada a partir dos constituintes do sangue, denominada trombo. A
fisiopatologia basica da trombose ¢ conhecida desde a proposta da Triade de Virchow, na
metade do século XIX, que inclui: 1) anormalidades na parede do vaso;, 2) estase

sangiiinea; 3) mudangas na composi¢do do sangue.

Existem dois tipos de trombose de acordo com a localizagdo do trombo: a trombose
arterial e a trombose venosa. Estas seriam formas amplas de classificagio em que uma
ocorre no sistema venoso onde predominam baixas condigdes de fluxo e pressdo e outra em
condigdes de alto fluxo e pressdo que € o caso do sistema arterial. As duas patologias tem
etiologias diferentes, tendo a trombose venosa, principalmente, associagio com as
alteragGes das proteinas envolvidas nos mecanismos coagulantes e anticoagulantes e
trombo rico em fibrina. No caso da trombose arterial, o que ocorre geralmente sio
alteragdes na parede do vaso, aterosclerose, por exemplo. No sistema arterial o trombo
apresenta-se rico em plaquetas e com uma rede frouxa de fibrina, forma-se primeiramente
um agregado dessas plaquetas e fibrina na superficie vascular, a propaga¢do do trombo e a
fisiopatologia em muitas formas da trombose arterial continuam incertas. A parede vascular
na trombose venosa ndo apresenta alteragdes histologicas e fatores extrinsecos ao vaso
parecem desempenhar o papel principal na fisiopatologia. O trombo se forma sob condigdes

repetidas de fluxo sangiiineo lento até a completa estagnagio.



1.2.1.TROMBOSE VENOSA

Esta doenga apresenta uma incidéncia anual de aproximadamente 1/1000 individuos
em paises desenvolvidos (WHO, 1995). Em estudo de revisdo feito por ROSENDAAL
(1999), esse nimero pode variar entre 1/10000 antes dos 40 anos a 1/100 por ano em
individuos com mais de 75 anos, demonstrando que o risco para trombose aumenta com a
idade. Embora as razdes ndo estejam totalmente claras, o mais provavel é que seja uma
combinagdo de fatores como diminui¢io da mobilidade e do tonus muscular e desgaste dos

vasos.

A trombose venosa tem como manifestacdo clinica mais freqiiente a trombose
venosa profunda (TVP) dos membros inferiores, podendo levar a situagdes mérbidas como
a sindrome pos-flebitica e a insuficiéncia respiratéria no caso de tromboembolismo
pulmonar (TEP). O tromboembolismo pulmonar ocorre pelo desprendimento e subseqiiente
migragdo do trombo através da circulagdo até a obstrugdo dos vasos pulmonares, pela
formagao de um émbolo. Conforme revisdo de HIRSH & HOAK (1996), cerca de 30% dos
individuos com TVP desenvolvem TEP e destes 10% morrem devido a estas complicagdes.
Em trabalho de revisio de SCHAFER (1999) sdo apresentados dados de que 80% dos
pacientes que morrem de TEP sucumbem dentro de duas horas do inicio dos sintomas, o
que demonstra que a intervencdo deve se concentrar na prevengdo. Iromboembolismo

pulmonar também € apontado como causa mais freqiiente de morte pds-parto.

Em todos os casos de trombose o mecanismo central da patogénese sdo
perturbagdes do sistema hemostatico, onde a natureza da doenga difere dependendo da
localizagdo. Influéncias transientes ou duradouras de fatores ambientais podem ser
importantes na perturbagdo hemostética e portanto aumentar o risco tanto na trombose
venosa como na arterial. O termo fator ambiental € também chamado de fator adquirido e é
usado de forma ampla para englobar todos aqueles fatores capazes de induzir algum tipo de
mudanga, dentre estes podemos destacar: cirurgias, gravidez, puerpério, uso de
anticoncepcionais orais ou terapia de reposigdo hormonal, cdncer, quimioterapia e

anticorpos antifosfolipidicos. Ainda que sem evidéncias contundentes pode-se citar também



como fatores adquiridos: dieta, diabetes, fumo, hiperlipidemia e aterosclerose (WHO,
1995).

1.2.1.1.TROMBOFILIAS HEREDITARIAS

Trombofilias hereditarias sfo tendéncias geneticamente determinadas para
tromboembolismo venoso e que se desenvolve normalmente em pacientes jovens (menos

de 45 anos) e que tendem a ser recorrentes.

Até o ano de 1965, o fato de que a trombose venosa pudesse ter um trago herdavel
ainda ndo era totalmente reconhecido. Neste ano entdo foi feito um estudo com uma familia
com trombofilia em que esta foi associada com a heterozigosidade para a deficiéncia de
antitrombina (AT)(EGEBERG, 1965). Desde entdo alguns componentes da cascata de
coagulacdo e do sistema fibrinolitico tém sido estudados para determinar seus possiveis
papéis na trombose herdada. Em revisio feita por KOELEMAN et al. (1997) sdo apontadas
as provaveis anormalidades aceitas como fatores de risco genético para trombose venosa:
deficiéncia da proteina C (PC), deficiéncia da proteina S (PS), estas duas Gltimas envolvem
os principais inibidores fisiologicos do sistema de coagula¢do sangiiinea, deficiéncia da
antitrombina (AT), a mutacdo do Fator V Leiden e mais recentemente o alelo 20210A do
gene da protrombina. Por causa desses fatores de risco serem segregados de maneira
autossomica dominante, pensava-se que as trombofilias poderiam ser causadas por um

defeito de um gene dominante com penetrancia incompleta.

A importancia dessas proteinas (PC,PS e AT) é demonstrada em trabalhos como o
de MARTINELLI et al. (1998) em que 90% dos pacientes com deficiéncia para AT, 88%
para PC e 100% para PS apresentavam TVP com ou sem TEP. Ou entdo no trabalho de
PABINGER et al. (1996) em que 50% dos pacientes com deficiéncia de AT provavelmente
desenvolveriam trombose até os 21 anos. No caso de deficiéncia para PC e PS 50% dos

individuos desenvolveriam trombose até os 26 anos.

Apesar da trombose venosa ser considerada uma doenga multifatorial, que envolve a

interagdo de fatores genéticos e adquiridos, pouco se sabe quanto cada um desses fatores



contribui para o desenvolvimento da doenga. SOUTO et al. (2000) concluiram que mais de

60% da suscetibilidade para trombose ¢ atribuida a fatores genéticos.

Os mais comuns fatores de risco genéticos associados com trombose venosa sdo a
resisténcia a proteina C ativada (APCR), a qual é causada pelo fator V Leiden e a mutagéo

pontual (G20210A) no gene da protrombina.

1.2.1.1.1.FATOR V LEIDEN

O fator V € uma glicoproteina de 300 Kd, tendo como principais sitios de sintese o
figado ¢ os megacariocitos. O gene que codifica esta proteina estd localizado no
cromossomo 1 na regido 1q21-25, contém 25 exons e uma extensdao de 80 Kb (CRIPE et
al., 1992).

De todos os fatores que predispde a trombose venosa, a resisténcia a proteina C
ativada (APCR) tem sido apontada como a mais prevalente. Este fenotipo ¢ causado por
uma mutag@o pontual no gene do fator V (fator V Leiden), salientando que esta mutagdo ja
foi associada em 95% dos casos de APCR (BERTINA et al., 1994).

A mutagdo do gene do fator V localiza-se na regido do exon 10, nucleotideo 1691
G—A e acarreta uma substitui¢do da arginina 506 por uma glutamina (R506Q). Estudo
feito através da analise de haplotipos por COX et al. (1996) indicam que o aparecimento
desse alelo teria ocorrido em uma Gnica mutagdo € em um periodo recente na populagdo
européia. Esta substituigdo de aminoacidos ocorre em um dos trés sitios de clivagem do
fator Va pela APC, os outros dois sitios seriam a Arg 306 e Arg 679. Ainda ndo se sabe ao
certo a cinética dessas clivagens, no entanto o que se sabe é que sem o sitio de clivagem da
Arg 506 ndo ocorre a total inativac@o do fator V (BERTINA et al., 1994). Como o fator V
complexado com o fator Xa e com fosfolipideos ativam a protrombina em trombina, ocorre

um favorecimento dos processos de coagulagéo.

Sabe-se também que o fator V tem participac@o nos processos anticoagulantes, pois
este na presenca da proteina S acentua a degradag@o do fator VIIIa pela APC (SHEN &
DAHLBACK, 1994).
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Em revisdo feita por ZOLLER et al. (1999) a presenca do fator V Leiden €
associado com um aumento do risco entre 5 e 10 vezes e € encontrado com uma freqiiéncia

entre 20 e 60 % dos pacientes caucasoides.

RINTELEN et al. (1996) realizaram um trabalho na Austria tentando avaliar o risco
de recorréncia em pacientes que apresentavam histéria de tromboembolismo venoso. Entre
os pacientes homozigotos para o fator V Leiden, todos haviam experimentado eventos
tromboembdlicos recorrentes, ja em individuos heterozigotos a propor¢do de recorréncia

ndo foi significativamente diferente entre pacientes e grupo controle.

Embora exista uma variagdo na freqiiéncia do fator V Leiden em diferentes
populagdes, este tem se demonstrado um importante fator de risco para trombose. Em
revisdo feita por EMMERICH et al. (2001) foram apresentados valores de analise de oito
estudos de caso-controle. Alguns serdo citados a seguir, apresentando respectivamente as
freqiiéncias do fator V Leiden nos controles e nos pacientes: na Holanda foram 3% e
19,5%, na Suécia as freqiiéncias foram 2,.8% e 11,4%, no Reino Unido 4,3% e 14,9%, na
Ttalia 2,9% e 19,7%, no Brasil 6,1% e 8,5% e na Franga as freqiiéncias foram de 3,8% e
20,4%. Observa-se claramente que o estudo realizado no Brasil apresentou uma menor
diferenca nas freqiiéncias apresentadas, isso € facilmente entendido pelo fato de todos os

outros paises apresentarem populagoes principalmente caucasoides.

MARTINELLI et al. (1998) associaram a presenca do FVL a manifestaces
tromboticas mais brandas como trombose venosa superficial. Em contrapartida LEROYER
et al. (1997) ndo observaram diferencas significativas na severidade dos episodios de
trombose entre pacientes diferenciados segundo a presenga de FVL. No entanto o FVL
pode ser importante atuando como fator de risco adicional, exemplo disso € o observado em
usuérios de anticoncepcionais orais em que a incidéncia pode ser dez vezes maior naqueles
que apresentam fator V Leiden do que os que ndo apresentam (DIZON-TOWSON et al.,
1995).

Outro trabalho realizado na Suécia corrobora com os dados apresentados
anteriormente, onde a mutagdo R506Q esta presente em mais de um quarto dos pacientes

suecos com suspeitas clinicas de TVP, indicando que APCR é o maior fator de risco
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trombotico que contribui para a alta incidéncia de trombose venosa na Suécia (SVENSSON

et al., 1997).

a) FATOR V LEIDEN EM LES

Como foi descrito anteriormente pacientes com lupus eritematoso sistémico € com
presenca de anticorpos antifosfolipidicos apresentam freqiientes episodios de
tromboembolismo arterial € venoso, portanto € razodvel imaginar que estes episodios
podem estar sendo influenciados por um fator de risco genético, como a presenga do fator

V Leiden.

Entretanto, estudos realizados por diversos autores ndo evidenciaram, em principio,
a associagdo entre o fator V Leiden e a trombose venosa em pacientes com lupus
eritematoso sistémico (TORRESAN et al., 2000, CHOPRA et al., 2002; PABLOS et al.,
1999; REGECZY et al., 2000; DIZON-TOWSON et al., 1995).

Outros trabalhos, no entanto, ja fizeram associagdes da presenga do FVL com
trombose em pacientes lupicos (FIINHEER et al., 1996; TOPALOGLU et al., 2001;
SIMANTOV et al., 1996). E importante salientar que no trabalho de TOPALOGLU et al.
(2001) além da associagdo foi também observado que o risco de desenvolver trombose
venosa em pacientes lipicos que apresentavam FVL era trés vezes maior do que aqueles

que ndo apresentavam o alelo mutado.

E importante sempre salientar que o FVL pode ser um fator trombogénico aditivo,
predispondo a varias desordens vasooclusivas no LES. E o caso, por exemplo, de alguns
individuos heterozigotos para FVL com LES da Hungria onde nfo foi possivel observar
uma associagdo do FVL com trombose em pacientes com LES, mas que no entanto se
observou uma tendéncia desses individuos a terem um significante aumento da prevaléncia

de perdas fetais em até quatro vezes (REGECZY et al., 2000).
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1.2.1.1.2. MUTACAO G20210A NO GENE DA PROTROMBINA

A mutagdo no gene da protrombina é considerada como segundo fator de risco
genético mais comum em pacientes com trombose venosa. Esta mutag@o esta localizada na
regido 3’ ndo traduzida do gene do fator II, ndo alterando a seqiiéncia da cadeia de

aminoacidos da molécula da protrombina (POORT et al., 1996).

O gene que codifica a protrombina localiza-se no cromossomo 11, na regido 11p11-

q12. Este gene é composto de 14 exons separado por 13 introns, o mRNA codificado possui
uma extensdo de 2,1 Kb (TUDDENHANM & COOPER, 1994).

Ha pouca coisa na literatura antes de 1996 relacionando protrombina, zimogénio de
72 Kd da serino-protease trombina, com trombose venosa. Esta enzima demonstra-se

importante em mecanismos pro-coagulantes, anti-coagulantes e antifibrinoliticos.

No trabalho de POOR et al. (1996) ja havia sido observado a relagdo do alelo
20210A com o aumento dos niveis de protrombina, ainda que sem saber qual 0 mecanismo
pelo qual o polimorfismo influenciaria esses niveis, os autores sugerem que esta influéncia
pode estar ligada a estabilidade do mRNA ou que o polimorfismo possa estar em
desequilibrio de ligagdo com outra mutagdo ainda ndo detectada. Em trabalho posterior
SORIA et al., (2000) demonstrou a primeira evidéncia genética direta de que um
polimorfismo no gene da protrombina influencia os niveis dessa proteina, suportando a

conclusio de que G20210A € um polimorfismo funcional.

No mesmo artigo de revisdo realizado por EMMERICH et al. (2001), em que se
observava a importancia do FVL como fator de risco para trombose através da variagdo da
frequéncia desse alelo nos estudos de caso-controle, haviam analises similares referentes ao
polimorfismo G20210A e esses resultados indicavam que também esse polimorfismo era

de grande importancia para o desenvolvimento de trombose.

Outra similaridade entre a mutagdo do gene da protrombina com o fator V Leiden
esta na possivel origem do alelo 20210A, € o que diz o trabalho de ZIVELIN et al. (1998)
onde a origem do alelo € sugerida ter sido um unico evento e que este provavelmente tenha
ocorrido apOs a divergéncia entre africanos de ndo-africanos e entre caucasoides dos

mongois.
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O risco de recorréncia de trombose venosa em pacientes que apresentavam o alelo
20210A foi avaliado em trabalho de DE STEFANO et al. (1999) porém nesse estudo ndo
foi avaliada a influéncia da mutagio da protrombina sozinha no desenvolvimento de
tromboses, o risco foi avaliado juntamente com a presenga ou ndo do FVL. Os resultados
apontaram para um aumento significativo do risco de recorréncia quando as duas alteragdes
apresentavam-se juntas, sendo que somente a presenca do FVL ndo alterava

significativamente o risco.

a) MUTACAO G20210A EM LES

Por ser o segundo fator de risco genético mais comum em pacientes com trombose
venosa, a mutagdo do gene da protrombina torna-se também um importante elemento a ser
investigado quando se quer fazer um estudo envolvendo a elucidagdo da relagdo entre

trombose e lupus eritematoso sistémico.

Assim como no caso do fator V Leiden, a mutagdo G20210A do gene do fator II
tem demonstrado dificil de se associar com o risco de desenvolver trombose venosa em
pacientes com anticorpos antifosfolipidicos (GALLI et al, 2000; TOPALOGLU et al.,
2001; CHOPRA et al., 2002).

TORRESAN et al. (2000) encontraram uma maior prevaléncia do alelo mutado
(20210A) no grupo dos pacientes sugerindo que esta variante poderia aumentar o risco de

trombose nos pacientes com lupus.

Talvez uma outra abordagem seria a de realizar estudos de associagdo entre os
fatores de risco genéticos e lupus eritematoso sistémico, entre os pacientes que

desenvolvessem trombose venosa.

Este estudo teve como objetivo comparar as freqiiéncias do fator V Leiden e do
alelo 20210A do gene da protrombina entre pacientes com lipus eritematoso sistémico e

um grupo controle.
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2.MATERIAL E METODOS

2.1, AMOSTRA

PACIENTES: foram estudados 100 individuos portadores de lipus eritematoso
sistémico, diagnosticados e coletados no Servigo de Reumatologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, encaminhadas ao Departamento de Genética da UFRGS pelo Dr. Ricardo

Machado Xavier.

CONTROLES: foi utilizada uma amostra de 220 individuos caucasoides doadores

de banco de sangue do estado do Rio Grande do Sul.

2.2.METODOLOGIA

EXTRACAO DE DNA GENOMICO: o DNA gendmico foi extraido de
leucocitos de sangue periférico através de procedimento padrdo utilizando detergente ndo-
idbnico (LAHIRI & NURBERGER JR, 1991). A extragio de DNA das amostras dos
pacientes foi realizada no Laboratorio de Imunogenética da UFRGS e cedidas pelo Prof.

Dr. José Arthur Bogo Chies. A extragdo das amostras do grupo controle foi realizada no
Laboratério de Hemostasia da UFRGS.

AMPLIFICACAO DO DNA GENOMICO E ANALISE DOS
POLIMORFISMOS: as amostras de DNA foram amplificadas pela Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).

Cada reagdo de amplificagio continha 0,4uM de cada “primer”, 200uM de cada
dNTP; tampdo de PCR 1X (na concentragdo final de: 10mM Tris-Cl ph 8,3, 50mM KCL,
1,5mM MgCl,), uma unidade da enzima 7aq DNA Polimerase, 100-500ng de DNA
gendmico e agua q.s.p. 25ul.
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A verificagdo da eficiéncia da amplificagdo foi feita por eletroforese em gel de
agarose 1% e 2%, corado com brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta.

A identificac@o do polimorfismo G1691A do gene do fator V (FVL) foi feita através
da incubagdo dos fragmentos amplificados com a endonuclease de restrigio HindIII
conforme descrito por CHAMOUARD et al. (1999). A presenca do alelo mutado leva a
subdivisdo do fragmento de DNA amplificado de 143pb em subfragmentos de 111pb e 32
pb. Na auséncia da mutagdo, o fragmento de 143 permanece inalterado A visualizaggo dos
alelos foi feita apos eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado com brometo de
etideo sob luz ultravioleta.

A mutagdo 20210A do gene do fator II foi identificada pela utilizagio da
endonuclease de restrigio HindIIL como descrito por POORT et al. (1996). O fragmento de
DNA amplificado apresenta 345pb, na presenga do alelo A este fragmento ¢ clivado pela
enzima HindlIIl, resultando nos subfragmentos de 322pb e 23pb. Na presenga do alelo G, o
fragmento de 345 permanece inalterado. Apés a clivagem com a enzima de restrigdo, os
fragmentos de DNA foram separados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 5%

corado com brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta.
2.3. ANALISE ESTATISTICA

FREQUENCIAS ALELICAS: a distribuigdo dos polimorfismos nos grupos
estudados foram determinadas pela contagem direta dos alelos, e as diferencas das
freqiiéncias alélicas entre os grupos de pacientes e controles foram comparadas através do

teste de qui-quadrado (x?).
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3.RESULTADOS E PERSPECTIVAS

As freqiiéncias do fator V Leiden e do alelo 20210A do gene da protrombina nos
pacientes e no grupo controle estdo representadas na Tabela 1. A mutagdo do fator V
Leiden estava presente em apenas um individuo com LES, sendo este individuo
heterozigoto para a alteragdo. Quanto a mutagdo do gene do fator II, trés individuos
apresentaram o alelo mutado, também neste caso os individuos apresentavam a mutagdo em

heterozigosidade.

Tabela 1: Freqiéncia de heterozigotos para o FVL e o alelo 20210A nos dois grupos
estudados.

Polimorfismos Pacientes (LES) Controles P
Fator V Leiden 0,01 (1) 0,023 (5) 0,437
20210A 0,03 (3) 0,018 (4) 0,503

* Valores de P foram baseados nos testes de .

A partir das freqii€ncias alélicas encontradas para o grupo de pacientes com lapus
eritematoso sistémico comparadas com as freqiiéncias do grupo controle, observa-se que

estes dois grupos n3o diferem estatisticamente em nenhuma das duas alteragdes estudadas.

Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com outros trabalhos
descritos anteriormente, onde as freqiiéncias do FVL e do alelo 20210A néo diferiam entre
os grupos de pacientes lupicos ¢ de controles, porém seria interessante investigar se estas
alteragdes podem ser importantes no aparecimento de trombose nestes pacientes, conforme
sugere o trabalho de GALLI et al. (2000) realizado na Italia em que a principio a frequiéncia
do FVL em pacientes com lipus apresentava-se similar a da populagdo em geral, porém
observou-se que 100% dos pacientes com LES e portadores da mutagdo FVL apresentavam

trombose venosa.
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A obtengdo de novas informagdes a respeito dos pacientes estudados, através da
analise dos prontuérios, permitira outros tipos de abordagens a partir dos dados obtidos,
como a classificagdo dos pacientes de acordo com os seguintes critérios: idade, tempo de
duracdo da doenga (LES), presenca de trombose venosa (TVP, embolia pulmonar,
tromboflebites), presenga de trombose arterial (AVC, infarto do miocardio), abortos

espontaneos e uso de anticoncepcionais orais.
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