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Analysis of prothrombin G20210A mutation (factor II) in patients with suspected trombophilia in Southern Brazil

Marcos Edgar Herkenhoff'; Rodrigo Gaulke? Jaqueline Godinho de Souza3;
Nadir Schmidt Thomé* Ana Kelly Pitlovanciv®; Vanessa Rosalia Remualdo®

IS resumo

Protromhina Introducao: A protrombina (fator Il) é uma proteina sanguinea sintetizada no figado com a presenca
de vitamina K. E a precursora da trombina, que induz a formacéo de fibrina. Foi descrita uma mutagao
no gene da protrombina G20210A, associada diretamente a altos niveis de protrombina no sangue e,
consequentemente, a trombofilia. Essa variante alélica consiste em mutagdo pontual, também chamada
RT-PCR de polimorfismo de nucleotideo simples (SNP), ocasionando a troca de uma guanina por uma adenina no
nucleotideo 20210, localizado em um sitio de clivagem do precursor do écido ribonucleico mensageiro
(MRNA). Essa troca caracteriza o alelo A e a auséncia da mutacdo do alelo G. Objetivo: Quantificar o
ndmero de individuos homozigotos para alelo G, homozigotos para alelo A e heterozigotos, cujas amostras
foram enviadas para o laboratério Genolab Andlises Genéticas, abrangendo os estados do Parana e Santa
Catarina, no periodo de 1° de janeiro de 2009 a 10 de outubro de 2010. Métodos: Anélise de mutacao
pontual por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). Resultados: Obtivemos o nlimero
de 243 individuos e desse total 51,03% eram oriundos do estado do Parana, enquanto 48,97%, oriundos
do estado de Santa Catarina. Do total analisado, 88,89% possuiam o genétipo para homozigoto G, e
nenhum individuo foi encontrado com mutagéo para homozigoto A. Apenas 11,11% possuiam genétipo

Mutagao

620210A

SNP

heterozigoto. O estado de Santa Catarina apresentou frequéncia superior para gendtipo heterozigoto em
relacdo ao Parana. Conclusdo: Este estudo mostrou que é recomendavel a identificacdo do genétipo para
esse gene em pacientes com suspeita de trombofilia nos dois estados.

abstract IS

Introduction: Prothrombin (factor II) is a blood protein synthesized in the liver in the presence of vitamin K. | Prothrombin
It is a thrombin precursor, which induces fibrin formation. Prothrombin G20210A mutation and high
prothrombin levels have been closely associated with thrombophilia. This allelic variant is a single mutation,
also denominated single nucleotide polymorphism (SNP), in which guanine is replaced with adenine in the
messenger ribonucleic acid (MRNA) cleavage of nucleotide 20210. The replacement is characterized by the | Rr-PCR
presence of allele A and the absence of mutation in allele G. Objective: To quantify the number of individuals
homozygous for allele G, allele A and heterozygotes. The samples were collected in Parand and Santa Catarina
from January 1%, 2009 to October 10%, 2010 and were sent to Genolab Andlises Genéticas. Methods:
Analysis of single mutation by polymerase chain reaction in real time (RT-PCR). Results: Ffrom 243 individuals,
51.03% were from Parand and 48.97% were from Santa Catarina. 88.89% individuals were homozygous
for G genotype, none of them were homozygous for A. Only 11.11% were heterozygotes. Santa Catarina
presented a higher frequency in heterozygous genotype in comparison with Parand. Conclusion: This study
showed that patients with suspected thrombopbhilia should undergo genotype identification in both states.
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G20210A

SNP

1. Mestrando em Ciéncia Animal (Genética); médico veterinario.

2. Graduando em Biomedicina; auxiliar de andlises genéticas.

3. Graduanda em Biologia; auxiliar de andlises genéticas.

4. Farmacéutica.

5. Mestra em Biotecnologia; responsével técnica do Genolab Anélises Genéticas.
6. Doutora em Patologia; diretora cientifica do Genolab Andlises Genéticas.

85



86

HERKENHOFF, M. E. et al. Andlise da mutagdo G20210A no gene da protrombina (fator If) em pacientes com suspeita de trombofilia no sul do Brasil ¢ | Bras Patol Med Lab ¢ v. 48 ¢ n. 2 ¢ p. 85-89 « abril 2012

Introducao

A protrombina, ou fator Il de coagulacdo, é uma
proteina sanguinea sintetizada no figado com a presenca
de vitamina K. E precursora da trombina, que ao final
da cascata de coagulacdo induz a formacdo de fibrina.
Participando também dos mecanismos de controle de
coagulacdo, ligando-se a trombomodulina e ativando o
sistema da proteina C, tem papel fundamental no equili-
brio anticoagulante?.

As doencas tromboembdlicas, por serem cosmopolitas,
sdo uma das causas mais comuns de morbidade, incapaci-
tacdo e mortalidade, com incidéncia na populagéo geral de
um caso para cada mil individuos por ano?: 19,

O gene responsavel pela protrombina contém aproxima-
damente 21.000 pb, composto de 14 éxons e 13 introns,
localizado préximo ao centrdbmero no cromossomo 1102,
Em 1996, foi descrita uma mutacdo na regido 3', no gene
da protrombina G20210A, que se associou diretamente
a altos niveis de protrombina no sangue, sendo relatado
como médio risco para a formagéo de tromboses venosas.
Essa variante alélica consiste em uma mutacdo pontual, em
que ocorre a troca de uma guanina base nitrogenada por
uma adenina no nucleotideo 20210, localizada préxima a
um sitio de clivagem do precursor do é4cido ribonucleico
mensageiro (MRNA), cuja cauda poli-A é adicionada. Essa
mutacdo associa-se ao aumento de estabilidade do mRNA e
de concentracdo plasmética da protrombina, o que parece
ser o mecanismo que predispde a ocorréncia de trombose?.

O diagnéstico definitivo e laboratorial desse tipo de
mutac&o sucede por meio de técnicas da biologia molecular.
A investigacdo pelos niveis séricos de trombina é inviavel
de ser realizada devido a ocorréncia da sobreposicao entre
os valores normais '%. A técnica utilizada € a reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) e consiste
na identificacéo dos alelos G e A, podendo o individuo ser
homozigoto para um dos alelos ou heterozigoto, possuindo
um alelo de cada. O alelo G é ndo mutante, enquanto o
alelo A corresponde ao alelo mutante, em que ocorre a
troca de uma guanina por uma adenina no nucleotideo
20210 no gene da protrombina. Essa mutacdo, portanto,
apresenta médio risco para trombose em individuos hete-
rozigotos e homozigotos para alelo A; ndo apresenta risco
em individuos homozigotos para o alelo G.

Essa mutacdo encontra-se entre 1% e 3% na populacdo
caucasiana, com risco de 2,8 vezes para trombose. Néo foi
encontrada essa mutacdo em pacientes negros ou asiaticos

até o momento, indicando que nesses grupos a mutacao

nado tem frequéncia ou possui frequéncia extremamente
rara(1, 6,13, 15)_

No Brasil, dispomos de poucos dados na literatura
especializada devido a esse fator de risco ser relativamente
recente e, até o momento, nao foram verificadas bibliogra-
fias a respeito da incidéncia da mutacdo da protrombina
nos individuos da regiao sul do Brasil.

O objetivo deste trabalho foi quantificar o nimero de
individuos homozigotos para alelo G, homozigotos para
alelo A e heterozigotos. Os exames solicitados foram en-
viados para o laboratério Genolab Andlises Genéticas, no
periodo de 1° de janeiro de 2009 a 10 de outubro 2010,
abrangendo os estados do Parana e de Santa Catarina. Este
estudo podera fornecer dados para a literatura, favorecendo
a consulta da incidéncia dos genétipos da protrombina em
individuos dos estados da regidgo sul do Brasil.

Obtencao e coleta do material

Foram utilizadas para o presente trabalho amostras de
sangue periférico enviadas pelos laboratérios conveniados
ao Genolab, localizado na cidade de Blumenau-SC, per-
tencentes aos estados do Parand e de Santa Catarina. Foi
recomendado que a coleta realizada seguisse o manual de
coleta Genolab 2010:

* amostras refrigeradas (4°C em até trés dias);
* nenhuma orientacdo no preparo do paciente;

e volume de 5 ml de sangue periférico e condicio-
nados em tubos contendo anticoagulante é4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA).

Extracdo de DNA e amplificacdo

Para obtencdo e isolamento do acido desoxirribonuclei-
co (DNA), utilizou-se a técnica de fenol/cloroférmio®?. Para
amplificacao do material genético de interesse, foi aplicada
a técnica de RT-PCR, com sonda Tagman®, e as concen-
tracdes dos reagentes aplicados foram de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Applied, Foster City,CA). A
RT-PCR é uma metodologia que permite a quantificagdo dos
produtos de amplificacdo génica com acompanhamento da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em todas as fases e
ciclos. Por esse motivo, ela dispensa o uso da eletroforese
convencional, tornando o servico muito mais agil®.
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A vantagem de se utilizar a RT-PCR é que essa técnica
possui sensibilidade muito maior quando em comparacéo
com a PCR convencional, permitindo a deteccdo de baixas
concentraces de material genético na amostra®.

Anélise dos laudos e analise estatistica

Os resultados dos laudos de exames foram consultados
para o gene da protrombina, oriundos do banco de dados
do Genolab, entre o periodo de 1° de janeiro de 2009 e
10 de outubro de 2010. Quantificaram-se, assim, amostras
de 243 individuos.

Depois de obter e analisar os laudos, foi feita a analise
estatistica e calculou-se a frequéncia genotipica alélica da
amostra.

Resultados

No total da amostra, 20,16% dos individuos eram do
sexo masculino, enquanto 79,84%, do sexo feminino. Em
relacdo aos estados, essa proporgéo variou. No estado do
Parana, 16,13% eram do sexo masculino e 83,87%, do
sexo feminino; no estado de Santa Catarina, 24,37% eram
do sexo masculino e 75,63%, do sexo feminino (Figura).
O nidmero maior de solicitacdes de exame para o0 sexo
feminino deve-se ao fato de essa trombofilia associar-se a
problemas na gestacdo, inclusive em abortos relacionados
com o primeiro trimestre®.

92,74% tinham genétipo homozigoto G e 7,26%,
gendtipo heterozigoto. No estado de Santa Catarina,
os valores foram um pouco diferentes: 84,87% apre-
sentaram gendétipo homozigoto G e 15,13%, genétipo
heterozigoto (Tabela 1).

Em relacdo aos valores de cada sexo, 81,64% do total
de individuos do sexo masculino possuiam genétipo ho-
mozigoto G e 18,36%, gendtipo heterozigoto. No estado
do Parang, a propor¢do mostrou que 80% dos individuos
da amostra masculina apresentavam genétipo homozigo-
to G, enquanto o restante, 20,0%, apresentava gendtipo
heterozigoto. No estado de Santa Catarina, a proporgdo
nao foi muito diferente, pois 82,76% do total de individuos
masculinos apresentavam genétipo G, enquanto 17,24%
eram gendtipo heterozigoto (Tabela 2).

Frequéncia nos sexos no Parana, em
Tabela 1 BRENER®IEITEERIVROIE]

Sexo masculino ~ Sexo feminino

(%) (%)
Parana 16,13 83,87
Santa Catarina 24,37 75,63
Total 20,16 79,84

Frequéncia genotipica do sexo masculino
JELHERA no Parana, em Santa Catarina e no total

Frequénciado  Homozigoto G Heterozigoto
Do total analisado, 88,89% dos individuos possuiam sexo masculino (%) (%)
gendtipo para homozigoto G. Néao foi detectado ne- Parana 80 20
nhum mdmduo/para gerjo.tlpo homozllgoto A, enquanito Santa Catarina 82,76 17 24
11,11% possuiam genoétipo heterozigoto. Em relacdo Total 164 )
aos valores totais dos individuos do estado do Parana, ota 816 8,36
Santa Catarina Parana Total

W Heterozigoto Homozigoto G

15,13%

®

84,87%

m Heterozigoto

W Heterozigoto | Homozigoto G

" Homozigoto G

7,26% 11,11%

Figura - Frequéncia genotipica encontrada nos individuos dos estados de Santa Catarina e do Parand
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Os individuos do sexo feminino apresentavam 90,72%
do gendtipo homozigoto G, enquanto 9,28% apresenta-
vam gendtipo heterozigoto. Em relacdo a cada estado, essa
proporcdo apresentava variagao maior se comparada com a
variagdo da propor¢ao da amostra de individuos masculinos.
Assim, no estado do Parana, 95,19% da amostra feminina
possuiam genétipo homozigoto G, enquanto 4,81%, ge-
noétipo heterozigoto. No estado de Santa Catarina, 85,56%
da amostra de individuos do sexo feminino apresentavam
gendétipo homozigoto G e 14,44%, gendtipo heterozigoto
(Tabela 3).

cia genotipica do sexo feminino
IELERRE no Parana, em Santa Catarina e no total

Frequénciado  Homozigoto G Heterozigoto

sexo feminino (%) (%)
Parana 95,19 4,81
Santa Catarina 85,56 14,44
Total 90,72 9,28

Em relagdo as frequéncias alélicas, 94,44% para alelo G e
5,56% para alelo A. Na amostra oriunda do estado do Parang,
96,37% para alelo G e 3,63% para alelo A. Na amostra do
estado de Santa Catarina, obtivemos 92,44% de frequéncia
alélica para alelo G e 7,56% para alelo A (Tabela 4). Na
amostra do sexo masculino, obtivemos 90,81% de frequén-
cia alélica para alelo G e 9,19% para o alelo A. Na amostra
feminina, 95,36% de frequéncia alélica para alelo G e 4,64%
para o alelo A (Tabela 5).

Frequéncia alélica comparando os

resultados encontrados no Parana, em
Tabela 4 RENEEEEEEIROIE]

Frequéncia Alelo G Alelo A
alélica (%) (%)
Parana 96,37 3,63
Santa Catarina 92,44 7,56
Total 94,44 5,56

Frequéncia alélica comparando

os resultados encontrados no sexo
IELHERR masculino, no sexo feminino e no total

Frequéncia Alelo G Alelo A
alélica (%) (%)
Sexo masculino 90,81 9,19
Sexo feminino 95,36 4 64
Total 94,44 5,56

Discussao

A frequéncia genotipica para genétipo homozigoto
G mostrou-se superior no estado do Parana (92,74%)
em relacdo a Santa Catarina (84,87%). Em contraparti-
da, o gendtipo heterozigoto mostrou frequéncia maior
no estado de Santa Catarina (15,13%) que no Parana
(7,26%). A frequéncia alélica corroborou esses fatos, visto
que a frequéncia alélica para alelo A foi maior em Santa
Catarina (7,56%) que no Parana (3,63%), enquanto
com o alelo G foi o0 oposto: 92,44 em Santa Catarina e
96,37% no Parana.

Essa mutacdo encontra-se com maior frequéncia na
populacdo caucasiana e ainda ndo foi encontrada em
pacientes negros e asiaticos® '), Isso sugere o porqué
da frequéncia do alelo A ser maior no estado de Santa
Catarina que no estado do Parand, uma vez que Santa
Catarina possui populacao de descendentes caucasianos
maior que no Parana.

No trabalho realizado em Pernambuco, a frequén-
cia genotipica para genétipo heterozigoto foi de 6%
(Ramos, et al. 2008), demonstrando frequéncia muito
inferior para 0 mesmo gendtipo em Santa Catarina. Mes-
mo a populacdo somada dos dois estados demonstrou
frequéncia maior do que a apresentada no trabalhoP. O
mesmo estudo realizado no centro-sul do Chile, em uma
populacdo ndo nativa, mostrou frequéncia de 1,33% para
esse mesmo geno6tipo®.

Uma pesquisa realizada na populacdo geral e nos
casos de trombose generalizada profunda na Espanha
mediterrdnea mostrou frequéncia de 5,3% para genétipo
heterozigoto nas duas popula¢des®. Outro trabalho rea-
lizado em Belém-PA demonstrou frequéncia de 2% para
gendtipo heterozigoto. Esse mesmo estudo realizado em
Minas Gerais mostrou frequéncia de 5,9% para genétipo
heterozigoto®. Portanto, em relacéo aos trabalhos citados,
a populacdo dos estados do Parana e de Santa Catarina
mostrou maior frequéncia para gendtipo heterozigoto e,
consequentemente, frequéncia maior no alelo A, justamente
por esse gendtipo ser mais comum em populagdes caucasia-
nas. Sabendo que existiu forte colonizagdo europeia nesses
estados, principalmente de alemaes e italianos, foi esperado
que essa populacdo mostrasse frequéncia para genétipo
heterozigoto, principalmente em relacdo aos estados de
Pernambuco, do Para e de Minas Gerais.

Todos os trabalhos mencionados utilizaram a técnica
de polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricao
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em cadeia da polimerase (RFLP-PCR), com sensibilidade
inferior comparada com a técnica de RT-PCR. Isso pode ser
uma das provaveis causas da baixa frequéncia nos estudos
do gendtipo heterozigoto verificado nos trabalhos citados.

Conclusao

O estudo realizado mostrou uma variacdo muito gran-
de na frequéncia do genétipo heterozigoto em amostras
do estado de Santa Catarina. Em trabalhos anteriores, foi
verificado que essa mutacdo incide em maior proporcao na
populacdo caucasiana.

Conclui-se que a frequéncia do alelo A é maior no esta-
do de Santa Catarina devido a forte colonizacdo europeia,
principalmente por alemaes e italianos. Também podemos
mencionar que a técnica utilizada, RT-PCR, possui sensibi-
lidade maior em relacdo a outras técnicas utilizadas para

esse estudo, contribuindo com altas taxas do genétipo
heterozigoto.

Justamente por nunca ter sido realizado um estudo a
respeito dessa mutacdo no sul do Brasil, esses dados servi-
rao como mais um recurso de pesquisa a ser consultado,
contribuindo para o banco de dados dessa regiao.

Este trabalho mostrou que é recomendavel que se faca
a identificacdo do gendtipo para esse gene em pacientes
com suspeita ou sinais de trombofilia, principalmente
nesses dois estados, que mostraram alta frequéncia no
genétipo heterozigoto, exatamente por apresentarem
frequéncia genotipica maior para genétipo heterozigoto
e, consequentemente, frequéncia alélica maior para o alelo
A em relacdo as demais popula¢des nos outros trabalhos
que foram comparados com este. Portanto, é importante
o diagnéstico laboratorial para esse gene nos pacientes
com suspeita de trombofilia.
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