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O termo trombofilia foi usado pela primeira vez em 1965
por Egeberg!® para designar uma enfermidade associada a trombo-
se venosa por deficiéncia de antitrombina III. Desde entdo este
termo tem sido amplamente utilizado para descrever os estados
pré-trombéticos ou de hipercoagulagio que predispdem a ocor-
réncia e recorréncia da trombose arterial ou venosa.

As tromboses t€m sido descritas como uma das principais
causas de morte em todo o mundo; além dos casos fatais, elas
contribuem com o alto indice de morbidade.

As tromboses ocorrem em consequéncia do desequilibrio
no processo de hemostasia do paciente, predominando um estado
de hipercoagulagdo causado pela deficiéncia dos inibidores fisio-
logicos da coagulagdo ou do sistema fibrinolitico.

Os inibidores fisiolégicos da coagulagdo (ou anticoagu-
lantes naturais) desempenham papel importante na modulagdo do
processo de coagulagdo, pois, por meio do complexo proteina C
ativada e proteina S hé clivagem e destruigdo dos fatores Va ¢
VlIIa, ao passo que a antitrombina III é responsavel pela destrui-
¢ao0 da trombina e fator Xa.

Os inibidores naturais da coagulagio estdo presentes no
plasma e agem de dois modos distintos: 1- como inibidores tipo
serina proteases, representados pela anti-trombina I1I e co-fator II
da heparina; 2- proteina C, um zimdgeno, ¢ ativada em presenga de
uma proteina integral da membrana das células endoteliais, a trom-
bomodulina, € pela trombina. A fung#io da proteina C ¢é intensi-
ficada pela presenga de proteina S e fosfolipideos.?? Assim, a prote-
ina S livre atua como cofator para a proteina C ativada, clivando e
destruindo quantidades de fatores Va e VIIIa gerados. A proteina C
ativada também favorece a fibrindlise por meio da neutraliza¢do do
inibidor 1 do ativador do plasminogénio (PAI-1).

A proteina S circula no plasma sob a forma ligada a fragdo
C4b do complemento (C4b-BP), atuando como inibidora desta via,
ou sob a forma livre (ou forma funcional), que corresponde a 40%
da quantidade de proteina S, atuando como cofator para a ativa-
¢d0 da proteina C.!?

O papel do sistema fibrinolitico na ocorréncia da trombose
ainda néo esta bem esclarecido. Almer & Ohlin (1987),! no entan-
to, descreveram niveis aumentados de inibidores dos ativadores
do plasminogénio (PAI-1) ocasionando diminui¢do na habilidade
funcional do ativador tecidual do plasminogénio (TPA). Assim,
parece ser indicada a dosagem deste inibidor no plasma de pacien-
tes com trombofilia. , »

As trombofilias podem ser devidas a deficiéncias heredita-
rias ou adquiridas dos inibidores fisioldgicos da coagulagdo. Por
isto, elas podem ser classificadas como primarias (hereditéarias) ou
secunddrias, de acordo com os fatores de risco presentes e a idade
do paciente (TabelaI). Astrombofilias primarias mais frequentes
sdo decorrentes da resisténcia a proteina C ativada (RPCA) segui-
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das pelas deficiéncias de proteina C, proteina S e anti-trombina ITI
e por defeitos do sistema fibrinolitico. Em trabalho realizado no
México, Ruiz- Argiielles em 1998% relatou prevaléncia de 5%, 2%
€ 0% de deficiéncia congénita de proteina C, proteina S ¢ antitrom-
bina I1I, respectivamente, em pacientes com quadro clinico de trom-
bofilia primaria.

Os dados clinicos que sugerem a presenga de trombofilia primaria
sdo: trombose em pacientes com idade inferior a 40 anos, historico
familiar de trombose, trombose recorrente € em locais anatdmicos
pouco usuais e resisténcia a terapéutica com antitromboticos.

As deficiéncias hereditarias da proteina C podem ser clas-
sificadas como do tipo I, na qual os niveis funcional e antigénico
estdo reduzidos ou do tipo II, com nivel funcional reduzido e anti-
génico normal. As metodologias que determinam os niveis antigé-
nicos séo a eletroimunodifusio,’?* enzimaimunoensaio (ELISA) e
0s ensaios cromogeénicos.

A fungdo da proteina C pode ser determinada mediante
provas coagulométricas e ensaios cromogénicos, também deno-
minados de provas funcionais. Nestas metodologias é emprega-
do 0 PROTAC®, um derivado do veneno de cobra (Agkistrodon
contortix), que, em poucos minutos, converte a proteina C hum -
na em protease ativa.'?

Para os ensaios cromogénicos para determinagio da pro-
teina C, o plasma do paciente é tratado previamente com PRO-
TAC® e ap6s colocado em contato com o substrato cromogéni-
co especifico. A fungfo da proteina C é avaliada através da quan-
tidade de p-nitroalanina produzida.* No método coagulonométri-
€0, o principio consiste na utilizagdo do PROTAC® co-liofiliza-
do junto ao reagente do TTPA. A adi¢8o deste reagente dumen-
ta o tempo de coagulagdo do plasma normal para mais que 100
segundos, mas néo provoca alteragdo do tempo de coagulagio
do plasma deficiente em proteina C. Quando o plasma de um
paciente € misturado ao um plasma comercial deficiente em pro-
teina C, o prolongamento do tempo de coagulagio sera direta-
mente proporcional & quantidade de proteina C no plasma do
paciente.
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Deficiéncias adquiridas de proteina C tém sido observa-
das em doengas hepéticas, terapia com anticoagulantes orais, defi-
ciéncia de vitamina K, pés-operatorio, coagulagdo intravascular dis-
seminada, recém-nascidos e presen¢a de niveis aumentados de
L-asparaginase.’ :

As deficiéncias hereditarias de proteina S foram classifica-
das por Comp" em tipos I, Ia e ITb de acordo com os niveis plas-
maticos de proteina S (livre e total) e atividade. O tipo I tem heran-
¢a autossdmica dominante e apresenta todos os pardmetros relati-
vos a proteina S (niveis de proteina S livre, total e atividade) dimi-
nuidos. No tipo IIa, a proteina S livre e atividade estdo diminuidos,
no entanto, o nivel da proteina total apresenta-se normal. E no tipo
IIb, somente a atividade da proteina S est4 diminuida.

Deficiéncias adquiridas de proteina S foram descritas em
pacientes que fazem uso de anticoagulantes orais, na gravidez, em
mulheres que usam anticoncepcional oral, na deficiéncia de vita-
mina K, nas doengas hepiticas, diabetes do tipo I, inflamagdes
agudas e em recém-nascidos.’

A proteina S total pode ser determinada no plasma por
meio de metodologias de eletroimunodifuséo e testes de enzimai-
munoensaio (E1 1SA). A proteina S livre pode ser separada da
proteina ligada por meio da precipitagéo do complexo com polieti-
lenoglicol (PEG), segundo Comp et al (1986)'' e, posteriormente,
dosada com as metodologias j& descritas para a proteina S total.

O nivel de anti-trombina III circulante no plasma pode ser
determinado por ensaio cromogénico, baseado em método amido-
litico (colorimétrico), mediante o uso do substrato cromogénio
sintético (H-D-CHT-ABut-Arg-pNA)."

Deficiéncias adquiridas de antitrombina III podem ser ob-
servadas em doengas hepaticas, sindrome nefrética, coagulagéo
intravascular disseminada, uso de contraceptivos orais € presen-
¢a de niveis aumentados de L-asparaginase.’

Tabela I - Fatores adquiridos e congénitos relacionados 4 trombose.

ADQUIRIDOS CONGENITOS

«Cirurgia *Resisténcia a proteina C ativada,
*Trauma Fator V (Leiden) e outras mutagdes
«Imobilizagdo *Deficiéncia de antitrombina ITT
*Neoplasias *Deficiéncia de proteina C
«Implantes de valvulas cardi4cas *Deficiéncia de proteina S

«Defeitos na fibrindlise
*Mutacdo G20210A do gene
da protombina
*Hiperhomocistenemia
(causas genéticas)

*Coagulagdo intravascular disseminada (CIVD)
*Hiperhomocistenemia

*Trombose prévia

(causas nutricionais)

*Presenga de anticorpos

anti-fosfolipidios (anticoagulantes lapicos)
Sindrome nefrética

*Gravidez

«Uso de contraceptivos orais

*Uso de estrogenos

«Fumo

Fonte: Mitchell & Cotran, 1999+

ALTERACOES GENETICAS RELACIONADAS AS TROMBO-
FILIAS -

A resisténcia a proteina C ativada (RPCA) ¢ o estado trom-
bofilico mais fregiiente, sendo a maior causa de morbidade e mor-
talidade com in¢idéncia de 1 em 1000 por ano, principalmente em
individuos de origem européia.”

Dahlback et al (1993, 1994)"*! propuseram uma prova la-

boratorial para a determinag#o da resisténcia a proteina C ativada,
que recebeu 0 mesmo nome (RPCA), e baseia-se na determinagdo
do tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA) do plasma do
paciente, antes e ap6s adicionar proteina C ativada (ex6gena) ao
plasma. O resultado é obtido pela razo do valor do TTPA utilizan-
do reagente contendo proteina C ativada, pelo valor do TTPA sem
proteina C ativada. A prova RPCA ¢ utilizada como triagem da
presenga de fatores V mutantes.

Em alguns casos especiais, cuja a prova TTPA jé se encontra
alterada devido 4 presenga de anticoagulantes lipicos, ou em pacien-
tes que fazem uso de warfarina, recomenda-se a diluigdo dos plasmas
destes pacientes com plasma deficiente em fator V na proporgdo de
1:9 para a realizagio da prova de resisténcia 4 proteina C ativada™.

As altera¢des genéticas presentes nos pacientes que apre-
sentam trombofilias estio relacionadas as mutagdes nos genes do
fator V, protrombina (fator II) e genes relacionados ao metabolis-
mo da homocisteina, o que poderiam explicar a ocorréncia de trom-
bose em individuos que néo apresentam niveis diminuidos de ini-
bidores da coagulagéo.

ALTERACOES GENETICASNO GENE DOFATORV

Foram descritas pelo menos oito alteragdes no gene que
codifica a sintese do fator V, relacionadas as substitui¢des de
nucleotideos, originando proteinas mutantes (Tabela II).

Dentre as mutagdes do fator V, o fator de Leiden (Arg506Gin)
e o fator V Cambridge (Arg306Thr) sdo as mais citadas.

O fator V de Leiden foi descrito por Bertina ez al em 1994*
e esta presente em cerca de 90% dos pacientes que apresentam
RPCA. O defeito molecular corresponde a uma mutagio pontual
no exon 10 do gene que codifica a sintese do fator V, conservan-
do a sua fungéo procoagulante. No entanto, hi como consequén-
cia da substitui¢io da base nitrogenada no DNA, a troca de um
aminodacido (arginina por glutamina na posi¢do 506) exatamente
em um dos sitios na qual a proteina C cliva a molécula do fator
Va, inativando-a e fornecendo-lhe caracteristicas diferentes do
fator V, ja que a proteina C ativada ndo reconhece o fator Va
mutante.

O fator V de Leiden est4 presente em cerca de 5% da popu-
lagdo caucasoide e ausente em negros ¢ asidticos.”

Os outros 10% de pacientes com RPCA, teriam outras
mutagdes no gene do fator V.

O fator V Cambridge corresponde a outra mutagio na qual
h4 a substituigdo do amino4cido arginina pela tirosina na posigéo
306 do peptideo.”

Tabela II - AlteragBes moleculares descritas para o fator V: mimero do
codon na qual houve a substitui¢io da base nitrogenada, nucleotideo e
aminoacido e os respectivos fenotipos.

Codon Nucleotideo Aminoacido Fenétipo Referéncias

221 GCC-GTC Ala-Val Deficiéncia do fator V. Murray et al, 1995%

306 AGG-ACG  Arg-Thr Trombose Williamson et al, 1998%

306 cAGG-GGG Arg-Gly Trombose Chan et al, 1998°

485 AGA-AAA  Arg-Lys Aumento de risco Hiroshi et al, 1998
para trombose

506 CGA-CAA  Arg-Gln Trombose Bertina et al, 1994*

506 gCGA-TGA  Arg-Term Deficiénciade fator V. Kitzis, 1999

712 gCGA-TGA  Arg-Term Trombose Lunghi et al, 1998%

1299 CAT-CGT His-Arg Trombose Castman et al, 1997
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Gandrille et al (1995)* estudaram a frequéncia de muta-
¢30 ARG506GLN e ARG485LYS em 113 pacientes com resisténcia
aproteina C ativada (RPCA) € em 104 voluntérios normais. Obtive-
ram que 14% dos pacientes com RPCA ¢ 1% dos voluntarios nor-
mais apresentavam a muta¢gdo ARG506GLN. Para a mutagdo
ARG485LYS, as frequéncias foram de 6,2 % no grupo com RPCA e
2,9% para os voluntarios.

ALTERACOES GENETICAS NO GENE DA PROTROMBINA

Outra mutagdo associada 4 trombose venosa e arterial é a
mutagio G20210A do gene da protrombina. Esta'mutaggio estd
localizada em regido nédo codificante do gene, portanto nio de-
termina a producéo de proteina mutante. O mecanismo pelo qual
essa mutagéo predispde a ocorréncia de tromboses parece estar
associado a elevagdo dos niveis da protrombina determinada
por uma maior estabilidade de seu RNAm. ! Este fator de risco
genético esta presente em cerca de 1 a 3% da populagio cauca-
soide ndo sendo descrito em populaces negras e asiaticas.?

De Stefano ez al (1999)' pesquisaram sobre o risco de trom-
bose venosa recorrente em portadores heterozigotos para as mu-
tagdes do fator V Leiden e para a mutagio G20210A da protrombi-
na e observaram que os portadores do fator V Leiden (heterozigo-
tos) possuem o mesmo risco dos ndo portadores. Os pacientes
que apresentam as duas mutagGes tém um risco maior de recorrén-
cia apds o primeiro episddio e sdo candidatos ao uso de anticoa-
gulantes orais por toda a vida.

ALTERACOES GENETICAS RELACIONADAS A HIPERHO-
MOCISTEINEMIA

Atualmente a hiperhomocisteinemia é considerada como
um dos mais importantes fatores de risco para ocorréncia de trom-
bose arterial e venosa,'>?* sendo o primeiro estudo de caso-con-
trole publicado em 1991 por Bienvenu et al.* O mecanismo pelo
qual a hiperhomocisteinemia determina a ocorréncia de tromboses
compreende alteragSes vasculares, plaquetérias e dos fatores de
coagulaqao. 15,17,28,30,47,49

Os principais fatores que influenciam a concentragdo da
homocisteina sdo genéticos, nutricionais (deficiéncia de B, Blz,
folatos e zinco) e patologicos (tais como, psoriase grave, can-
cer, leucemia aguda linfoblastica, insuficiéncia hepatica e re-
nal).’

O defeito genético mais grave do metabolismo da homocis-
teina € a deficiéncia da cistationina-b sintetase, que é uma altera-
¢8o rara (1 caso em 250.000).%® Em sua forma homozigota, produz
uma hiperhomocisteinemia grave (até 400 mmol/L) com excregio
de homocisteina na urina (homocistiniria).” No entanto, mesmo a
deficiéncia heterozigota da cistationina-b sintetase (prevaléncia
de 1 em 70 a200) ja é considerada como fator de risco aumentado
de aterosclerose e trombose arterial e venosa.*

Outra alteragéo relacionada ao metabolismo da homo-
cisteina é a deficiéncia da enzima metilenotetrahidrofolato re-
dutase (MTHFR).* A deficiéncia homozigota desta enzima é
bastante comum, chegando a 10% na populagéo caucaséide no
Brasil.?

As alterag3es genéticas relacionadas aos fatores V, pro-
trombina e niveis séricos aumentados de homocisteina, podem ser
estudadas pela biologia molecular,

TROMBOFILIAS SECUNDARIAS

As trombofilias secundérias mais frequentes ocorrem em
estados pos-operatorios, traumatismos, pos-partos, neoplasias
malignas, tratamentos com estrogenos e uso de anticoncepcional
oral,” doengas autoimunes (com presenga de anticorpos anti-fos-
folipides) e lupus eritematoso generalizado.

Em algumas situagdes, os niveis plasmaticos dos fatores I
(fibrinogénio) e VIII estdo aumentados, tais como procedimentos
cirargicos, trauma, infarto do miocardio e doencas agudas. Na
gravidez além desses, estdo aumentados os niveis dos fatores IX
e X e diminuidos os niveis dos fatores X1, XII e anti-trombina II1.32

Dentre as causas de trombofilias secundarias, o cancer tem
sido descrito como a causa mais frequente em pacientes que apre-
sentam trombofilias com idades superiores a 40 anos.*

E conhecido que a presenca de anticoagulantes lapicos
predispde & trombose.?5** Os anticoagulantes liipicos estdo pre-
sentes em gestantes com complicagdes obstétricas®?'* e apos
uso de alguns medicamentos.

A denominagdo de anticoagulantes lipicos é incorreta, pois
ndo séo anticoagulantes e sim anticorpos antifosfolipides (imuno-
globulinas do tipo IgG, IgM, IgA ou misturas delas), que interfe-
rem “in vitro” nos testes TTPA e no tempo de veneno de cobra de
Russel diluido (DRVVT).* A presenga destes anticorpos “in vivo”
acarreta ao paciente tendéncia a trombose. Nio sdo encontrados
apenas em pacientes com lipus eritematoso, mas também na po-
pulagdo sadia na frequéncia de 0 a 14%. Os anticorpos lipicos, em
conjunto com os anticardiolipina e a reagina, fazem parte da familia
dos anticorpos antifosfolipides.

Os antigenos que desencadeam a formagao destes anticor-
pos incluem os complexos proteina-fosfolipides.?2”” Algumas pro-
teinas tém sido consideradas como cofatores para a formaggo des-
tes complexos, tais como protrombina, beta 2 glicoproteina I, ane-
xina V, proteina C, proteina S, trombomodulina, cininogénio de alto
peso molecular, entre outras.?>?

As metodologias utilizadas para o diagnéstico laborato-
rial da presenca de anticorpos antifosfolipides incluem: TTPA
alterado e ndo corrigido com a diluigdo com plasma normal;
tempo de coagulagdo com caolim; tempo de veneno de cobra
de Russel diluido (DRVVT) e teste de neutralizagdo com pla-
quetas. 19,20,25,55,56

Virios pesquisadores estudaram a relagio entre as compli-
cagdes obstétricas, tais como pré-eclimpsia e retardado de cresci-
mento intra-Gtero, € a maior tendéncia destas mulheres a desen-
volverem trombofilias, 343760

Lindqvist et al (1998)" fizeram um estudo retrospectivo
com um grupo de 122 mulheres que tiveram pré-eclampsia ou retar-

‘dado do crescimento intra-itero na ultima gravidez e um grupo
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controle de 465 gestantes saudaveis. Observaram que nio houve
diferenga significativa entre as frequéncias de RPCA entre os gru-
pos de mulheres com pré-eclampsia e retardado do crescimento
intra-utero, quando comparadas com as observadas no grupo con-
trole. No entanto, os autores observaram que o sub-grupo com-
posto pelas mulheres que apresentavam resisténcia a proteina C
ativada tinham menor risco de sangramento intra-parto, quando
comparado com o sub-grupo das néo resistentes a proteina C

ativada. Este fato sugere que a mutagfo do fator V (representada

pelos alelos dos FV:506) poderia ser um mecanismo evolutivo de
selegdo.
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Kupfermine ez al (1999)* estudaram a frequéncia de trom-
bofilias devido as alteragdes genéticas (presenga de fator V mu-
tante, mutagdo da citosina para timina no nucleotideo 677 no gene
que codifica a enzima metilenotetrahidrofolato redutase e mutagéo
da guanina pela adenina no nucleotideo 20.210 no gene da pro-
trombina) em mulheres que tiveram complicagdes na gravidez, por
meio do estido caso-controle, em dois grupos constituidos de
110 gestantes. Observaram que 57 (52%) mulheres com complica-
¢Oes na gravidez apresentaram algumas das alteragdes genéticas
pesquisadas, diferindo significativamente do grupo controle que
apresentou 17% das mulheres com alteragdes genéticas. Os auto-
res concluiram que mulheres com complicagdes obstétricas gra-
ves apresentam incidéncia maior de mutagées, o que as predis-
pdem a trombose ou as outras formas de trombofilias congénitas
ou adquiridas.

Atualmente, a doenga trombdtica venosa, assim como a
arterial, deve ser vista como uma doenga causada pela interagio
de fatores adquiridos e genéticos,*! sendo estes tltimos de natu-
reza multigénica, 6232734

Descritores: coagulagido sanguinea, tromboembolismo.
Key-words: blood coagulation; thromboembolism.
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