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RESUMO

Introdugédo: A formacgao do coagulo de fibrina no sitio de lesdo endotelial constitui um
processo crucial para a manutengao da integridade vascular. Porém, os mecanismos do
sistema hemostatico devem ser regulados para, simultaneamente, contrapor-se a perda
excessiva de sangue e evitar a formagdo de trombos intravasculares, decorrentes de
formacgao excessiva de fibrina. Por isso, um equilibrio entre a coagulagao e a fibrindlise
€ essencial.

O ativador do plasminogénio tecidual (t-PA) € o principal ativador do sistema
fibrinolitico derivado de células endoteliais, desempenhando importante papel na
fibrindlise. Nos ultimos anos, tem sido estudada a relagdo entre o polimorfismo de
insercao e delegao (I/D) de uma sequéncia Alu do gene t-PA e o risco de desenvolver
doencas relacionadas ao sistema cardiovascular, como infarto do miocardio e trombose

venosa, em diferentes popula¢gdes do mundo.

Objetivo: Esse estudo tem por objetivo pesquisar a relagado entre o polimorfismo de
insergcao/delecdo do gene t-PA e trombose venosa (TV), comparando um grupo de
individuos com episodio de tromboembolismo pulmonar (TEP) ou trombose venosa

profunda (TVP) e um grupo de individuos sem histéria de TV.

Materiais e Meétodos: Foram avaliados 89 individuos com episédio de
tromboembolismo venoso (grupo caso) e 81 individuos sem historico de doenga
tromboembdlica (grupo controle). O gendtipo do t-PA foi determinado por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Todas as amostras identificadas como gendétipo DD eram
confirmadas mediante a realizagdo de uma nova PCR utilizando um primer interno que
reconhece e hibridiza especificamente na sequéncia de insergdo, possibilitando uma

identificacao precisa dos gendtipos.

Resultados: A frequéncia do alelo D foi de 41,6% entre os pacientes e 46,9% entre os
controles; a do alelo | foi 58,4% e 53,1%, respectivamente. O gendtipo DD foi
encontrado em 14,6% dos pacientes e 17,3% dos controles, e o gendtipo ID, em 53,9%
dos casos e 59,3% dos controles. Os homozigotos Il representaram 31,5% dos
individuos do grupo caso e 23,4% dos individuos do grupo controle.
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Discussao e Conclusées: Nao foi observada diferenga estatisticamente significante
entre os gendtipos do gene t-PA nos grupos de individuos estudados. No entanto, o
gendtipo 1l foi mais frequente no grupo caso do que no grupo controle, sugerindo uma
tendéncia de associagcdo entre o genotipo Il do gene t-PA e o desenvolvimento de
doencas tromboembdlicas. Nao foram encontrados dados na literatura sobre a
frequéncia do polimorfismo I/D do gene t-PA na populagdo brasileira. Este relato
representa, portanto, o primeiro relato sobre a freqliéncia deste polimorfismo no Brasil,
em grupos de individuos com e sem histérico de trombose, contribuindo para o

conhecimento da relagdo entre este polimorfismo e tromboembolismo venoso (TEV).



Abstract

Introduction: The formation of the fibrin clot in the site of the endothelial lesion
constitutes a crucial process for the maintenance of the vascular integrity. However, the
mechanisms of the hemostatic system should be regulated, simultaneously, to oppose
the excessive loss of blood and to avoid formation of intravascular thrombus, due to
excessive formation of fibrin. Therefore, a balance between the coagulation and the
fibrinolysis is essential. The tissue plasminogen activator (t-PA) is the main activator of
the fibrinolytic system derived from endothelial cells, playing important role in the
fibrinolysis. In the last years, the I/D polymorphism (insertion or deletion of an Alu
sequence) of the t-PA gene has been studied as a potential risk factor for developing
cardiovascular diseases, as myocardial infarction and venous thrombosis, in different

populations of the world.

Objective: This study investigate the relationship between the insertion/deletion
polymorphism of the t-PA gene and venous thrombosis (VT), comparing a group of
individuals with episode of pulmonary thromboembolism (PTE) or deep venous
thrombosis (DVT) and a group of individuals with no history of VT.

Material and methods: Case group was composed of 89 individuals with episode of
venous thromboembolism and control group represented 81 individuals with no history
of thromboembolic disease. The t-PA genotype was determined by polymerase chain
reaction (PCR). All samples identified as DD genotype were retested for confirmation by
means of a PCR using an internal primer that recognizes and hybridizes specifically with

the inserted sequence, assuring an accurate genotype identification.

Results: The frequency of D allele among patients was 41.6% and controls, 46.9%; for |
allele, frequency was 58.4% and 53.1%, respectively. The DD genotype was found in
14.6% of patients and 17.3% of controls, and the ID genotype, in 53.9% of the cases
and 59.3% of the controls. The || homozygote represented 31.5% individuals in the case

group and 23.4% individuals in the control group.



Discussions and Conclusions: No statistically significant difference was observed
among genotypes of the t-PA gene in individuals of studied groups. However, the Il
genotype was more frequent in the case group than in the control group, suggesting a
tendency of association between the Il genotype of t-PA gene and the development of
thromboembolic diseases. As no data was found in the literature on the frequency of the
I/D polymorphism of t-PA gene in the Brazilian population, we consider this report as the
first study involving the frequency of this polymorphism in groups of individuals with and
without thrombosis historical event in Brazil, contributing to the knowledge of the

relationship between this polymorphism and VTE in our country.

Xi



INTRODUGAO

O tromboembolismo venoso (TEV) é uma doencga multifatorial e multigénica, que
resulta de alteragdes nos mecanismos de coagulagdo e anticoagulagdo. Suas
manifestagdes clinicas sdo a trombose venosa (TV) e o tromboembolismo pulmonar
(TEP), sendo uma doenca bastante comum que acomete cerca de 1/1000 individuos
anualmente (1, 2, 3,4).

O ativador do plasminogénio do tipo tecidual (-PA) é uma glicoproteina da
familia das serino-proteases de 70 kDa (quilodaltons), tendo como fungéo ativar a
conversdo do plasminogénio para plasmina, proteina fibrinolitica que remove a fibrina,
transformando-a em seus produtos de degradagdo (PDF). O t-PA é sintetizado e
secretado por diferentes tipos celulares, por exemplo, células do endotélio e da
musculatura lisa. Esses dois tipos celulares s&o os principais responsaveis pelos niveis
de t-PA na corrente circulatoria (5,6).

Em 1992, Ludwig e colaboradores identificaram um polimorfismo de insergéo e
delecéo (I/D) de repeticbes Alu no intron 8 do gene t-PA. Alguns estudos realizados na
ultima década tém sugerido este polimorfismo como mais um provavel fator de risco
genético para o desenvolvimento de episddios tromboembdlicos. No entanto, essa
relacdo ainda ndo esta totalmente esclarecida (7).

Por ser a trombose venosa uma doenga bastante comum, influenciada por
diferentes combinacdes de fatores genéticos e adquiridos, € de grande importancia a
realizagcao de estudos que possam contribuir para o conhecimento da relacdo entre
fatores de risco ainda controversos, como o polimorfismo I/D do gene t-PA, e eventos

trombdticos.



REFERENCIAL TEORICO

Mecanismo de Coagulagao

A formagao do coagulo de fibrina envolve complexas interagdes entre proteases
plasmaticas e seus cofatores, que culminam na génese da enzima trombina, que por
protedlise, converte o fibrinogénio soluvel em fibrina insoluvel.

Os mecanismos hemostaticos, fisiologicamente relevantes estdo associados com
trés complexos enzimaticos pré-coagulantes, os quais envolvem serino-proteases
dependentes de vitamina K (fatores Il, VII, IX e X) associadas a cofatores (V e VIII),
todos localizados em uma superficie de membrana contendo fosfolipideos (8, 9).

As diversas enzimas da coagulagao convertem seus substratos pro-cofatores em
cofatores, os quais localizam as proteases sobre as superficies celulares, contendo
fosfolipideos (em especial das plaquetas), em que essas reagbes acontecem (Fig. 1).
Os elementos biolégicos que contribuem para o componente de fosfolipideos da
coagulagao incluem tecidos vasculares lesados, células inflamatérias e plaquetas
ativadas. O principal contribuinte, em termos de numeros de sitios, sdo as membranas
de plaquetas, que, quando ativadas, expressam sitios de ligagdo para os complexos
fator IXa/fator Vllla (complexo “tenase”) e fator Xa/fator Va (complexo “protrombinase”).
Adicionalmente, ions calcio sao necessarios em diversos passos das reacgdes da
coagulagao.

O inicio do processo de coagulacdo depende da exposigdo do sangue a
componentes que, normalmente, ndo estdo presentes no interior dos vasos, em
decorréncia de lesbes estruturais (injuria vascular) ou alteragdes bioquimicas (por ex.,
liberacdo de citocinas). Qualquer que seja o evento desencadeante, a iniciacédo da
coagulagdo do sangue se faz mediante expressdo do seu componente critico, o fator
tecidual (FT), e sua exposigéo ao espago intravascular.
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Figura 1: Representacdo esquematica dos complexos procoagulantes. O inicio da coagulagéo se faz
mediante ligagdo do fator Vlla ao fator tecidual (FT), com subsequente ativagdo dos fatores IX e X. O
complexo fator IXa/fator Vllla ativa o fator X com eficiéncia ainda maior, e o fator Xa forma complexo com
o fator Va, convertendo o fator Il (protrombina) em fator Ila (trombina). Também estdo representadas as

superficies das membranas celulares as quais os fatores se associam (8).

O Fator Tecidual

O fator tecidual (FT) € uma glicoproteina de membrana de 45KDa (quilodaltons),
que funciona como receptor para o fator VII da coagulagdo. O FT ndo € normalmente
expresso em células em contato direto com o sangue (tais como células endoteliais e
leucdcitos), mas apresenta expressdo constitutiva em fibroblastos subjacentes ao
endotélio vascular (2, 10). O FT é também encontrado em queratindcitos, células
epiteliais do trato respiratério e trato gastrointestinal, cérebro, células musculares
cardiacas e glomérulos renais. Células endoteliais e mondcitos, que normalmente nao
expressam o fator tecidual, podem expressa-lo na vigéncia de lesdo endotelial e na
presenga de estimulos especificos, tais como endotoxinas e citocinas (TNF-a e
interleucina-1) (8,11,12).

Em individuos normais, niveis minimos da forma ativada do fator VII da
coagulagao (FVlla) estdo presentes na circulagdo, correspondendo a aproximadamente
1% da concentragdo plasmatica total de fator VII. O FVlla é capaz de se ligar ao FT
expresso em membranas celulares, e a exposicdo do FT ao plasma resulta na sua
ligacdo ao FVII e FVlla, sendo que somente o complexo FT-FVila exibe fungao

enzimatica ativa; o complexo é também capaz de ativar o FVIl em processo



denominado “auto-ativagdo”. O complexo FT-FVlla tem como substratos principais o
fator IX e o fator X, cuja clivagem resulta na formacao de FIXa e FXa, respectivamente,
com subsequente formagdo de trombina e fibrina (Fig. 2). Deve ser ressaltado, no
entanto, que quantidades minimas de trombina sdo geradas a partir do complexo
“protrombinase” extrinseco. Todavia, uma vez que ha génese inicial de trombina, esta
enzima é capaz de ativar o fator V em fator Va, e o fator VIII em fator Vllla. As duas
reacdes, envolvendo ativagado de pro-cofatores sdo fundamentais para a geragao do
complexo “tenase” intrinseco (fator |Xa/fator Vllla), o qual converte o fator X em fator Xa,
e do complexo “protrombinase” (fator Val/fator Xa), que converte a protrombina em
trombina (Fig. 1). Um importante aspecto dessas reagbes € que o complexo fator
IXa/fator Vllla ativa o fator X com eficiéncia 50 vezes maior que o complexo fator
Vlla/FT. O produto principal das citadas reacdes, a trombina (lla), exibe atividades proé-
coagulantes, convertendo o fibrinogénio em fibrina, promovendo ativagao plaquetaria e
ativando o fator Xlll da coagulagéo, que, por sua vez, estabiliza o coagulo de fibrina.

A Figura 2 mostra, em maior detalhe, o conjunto de reagdes envolvidas na
coagulagao do sangue, com énfase para as etapas sequenciais em que zimogénios de
serinoproteases sdo transformados em enzimas proteoliticas. Dessa forma, fica
enfatizado o conceito de que ndo ha distingdo clara entre os sistemas intrinseco e
extrinseco, que atuam de modo altamente interativo in vivo. Em condig¢des fisiolégicas,
as reagdes esquematizadas nas Figuras 1 e 2 resultam na produc¢ao equilibrada de
quantidades apropriadas de trombina e do coagulo de fibrina, em resposta adequada e
proporcional a injuria vascular existente. Com efeito, no estado fisiolégico ndo ha
formagdo e deposicdo de fibrina intravascular, em decorréncia das propriedades
anticoagulantes do endotélio, a forma inativa das proteinas plasmaticas envolvidas na
coagulagao (que circulam como zimogénios ou cofatores), e a presenca de inibidores
fisioloégicos da coagulac&o. Por outro lado, a perda do equilibrio dinamico das reagdes
da coagulagdo tem como consequéncia clinica o aparecimento de disturbios

hemorragicos ou trombdticos.
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Figura 2: Ativacado de cofatores: as diferentes reagcbes de ativagdo de cofatores ocorrem em superficies

de membrana, contendo fosfolipidios. Adaptado de Rendrik F.F;2001 (2).

Em condigbes fisiologicas (auséncia de lesdo vascular) ha predominio dos
mecanismos anticoagulantes sobre os pré-coagulantes, mantendo-se, desta forma, a

fluidez do sangue e preservando-se a integridade vascular.
Sistema plasminogénio/plasmina (Sistema Fibrinolitico)

A fibrindlise pode ser definida como a degradacédo da fibrina, catalisada pela
plasmina. O sistema fibrinolitico ou sistema plasminogénio/plasmina € composto por
diversas proteinas (proteases séricas e inibidores), que regulam a geragéo de plasmina,
uma enzima ativa, produzida a partir de uma pro-enzima inativa (plasminogénio), que
tem por fungao degradar a fibrina e ativar metaloproteinases de matriz extracelular (13).

As enzimas do sistema fibrinolitico sdo todas serino-proteases, ao passo que os
inibidores da fibrindlise sdo membros da superfamilia de proteinas designadas serpinas
(inibidores de proteases). Sdo conhecidos dois ativadores fisiologicos do plasminogénio:
o ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA, tissue-type plasminogen activator) e
o ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA, urokinase-type plasminogen
activator) (Fig. 3). Os dois ativadores tém alta especificidade de ligagdo com seu
substrato, o plasminogénio, e promovem a hidrélise de uma unica ponte peptidica
(Arg560-Val561), que resulta na formagdo de uma serino-protease ativa, a plasmina.

Embora a plasmina degrade ndo somente a fibrina, mas também o fibrinogénio, o fator
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V e o fator VIII, a fibrindlise ocorre em condigdes fisiolégicas, como processo altamente
especifico para a fibrina. A ativacao da fibrindlise localizada e restrita, e n&o sistémica,
cumprindo sua funcdo de remover de modo equilibrado o excesso de fibrina do meio
intravascular. Esta especificidade dependente de fibrina é o resultado de interagbes
moleculares especificas entre os ativadores do plasminogénio, o plasminogénio, a
fibrina, e os inibidores da fibrindlise. Por exemplo, o t-PA exibe baixa afinidade pelo
plasminogénio na auséncia de fibrina (KM = 65 mM), afinidade que é muito aumentada
na presenga de fibrina (KM = 0,15-1,5 mM), o que ocorre porque a fibrina representa
uma superficie ideal para ligagdo do t-PA ao plasminogénio, e em tal reagédo, o
plasminogénio liga-se a fibrina via residuos de aminoacido lisina (lysine-binding sites).
Ao contrario desses mecanismos fisiolégicos, a maior ativagado do sistema fibrinolitico
ocorre na presenga de agentes tromboliticos do tipo estreptoquinase e uroquinase, que
nao sao especificos para a presencga de fibrina.

A inibicdo do sistema fibrinolitico ocorre ao nivel dos ativadores do
plasminogénio, mediante a agao de inibidores especificos (PAls, plasminogen activator
inhibitors), cujo principal representante é o PAI-1, e diretamente sobre a plasmina,
funcao inibitéria exercida pela a2-antiplasmina (Figura 3) (2).

e,

PLASMINOGENIO
% :
®
u-PA l

Fibrina == PDF

Figura 3: Representacdo esquematica do sistema fibrinolitico. PDF: produtos de degradagéo da fibrina.
a2-AP: alfa2-antiplasmina. t-PA: ativador do plasminogénio tecidual. u-PA: ativador do plasminigénio da

uroquinase. PAls: inibidores do ativador do plasminogénio. Adaptado de Franco RF 2001 (2).

Ativador do plasminogénio tecidual

O ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA) € uma glicoproteina da
familia das serino-proteases de 70 kDa. O gene que codifica o t-PA foi sequenciado e

mapeado no cromossomo 8p12-p11.2, contém 14 éxons e 37kb (5).



O t-PA é o ativador da conversdo do plasminogénio para plasmina, proteina
fibrinolitica que remove a fibrina, transformando-a em seus produtos de degradagéo
(PDF). O t-PA é sintetizado e secretado por diferentes tipos celulares, por exemplo,
células do endotélio e da musculatura lisa. Esses dois tipos celulares sdo os principais

responsaveis pelos niveis de t-PA na corrente circulatéria (6).

Tromboembolismo venoso

Trombose venosa (TV) é o resultado da hiperativagdo do mecanismo de
coagulagao, hipoativagdo dos mecanismos anticoagulantes naturais ou hipoativagéo da
fibrindlise, com a subsequente formacdo de um trombo intravascular, composto
principalmente de fibrina e eritrécitos. O tromboembolismo venoso (TEV) tem como
manifestagdes clinicas usuais a trombose venosa profunda (TVP) e o tromboembolismo
pulmonar (TEP), que tém fatores de risco similares (14).

A incidéncia de trombose venosa profunda nos EUA €& 1-2 em 1000 individuos
por ano. O tromboembolismo pulmonar afeta 1,3 em 1000 pessoas por ano (15).

As maiores complicagdes da trombose venosa s&o a incapacidade provocada
pela sindrome pos-trombdtica, que ocorre em 20% dos casos, comprometendo a
qualidade de vida, e a morte por tromboembolismo pulmonar que ocorre em cerca de
2% dos pacientes. A incidéncia de trombose venosa aumenta consideravelmente com a
idade: de 1/100.000 individuos por ano, na infancia até proximo de 1/100 por ano em
pessoas idosas, acima de 65 anos (16).

Denomina-se trombofilia a predisposi¢ao a tromboses e este termo tem sido mais
usado para a tendéncia determinada geneticamente. A trombose venosa é uma doenca
multifatorial que esta associada a fatores de risco genéticos e adquiridos. Varias séo as
condigdes predisponentes a trombose venosa incluindo, idade avangada, cirurgias,
imobilizagdo prolongada, gravidez, uso de contraceptivo oral, terapia de reposi¢cao
hormonal, entre outras (1, 2, 3). Além disso, muitas patologias estdo associadas a
trombose como neoplasias, sindromes mieloproliferativas e sindrome anti-fosfolipidio.
Importante também sdo as condi¢gdes hipercoagulaveis hereditarias associadas a
deficiéncia dos anticoagulantes naturais, j4 bem caracterizadas (17). E comum a
presenca de varios fatores em um mesmo individuo, o que mostra que multiplos fatores

contribuem para o desenvolvimento de trombose.



Predisposicao genética

O impacto de um fator de risco € dependente da sua prevaléncia e risco relativo.
A Tabela 1 mostra a prevaléncia de varios fatores de risco, entre caucasianos na
populacdo em geral, em pacientes com trombose venosa. As deficiéncias de
antitrombina, proteina C e proteina S sdo raras, mesmo em pacientes com trombose e
uma estimativa aproximada sugere um aumento de risco de trombose de 10 vezes para
estas deficiéncias. O fator V de Leiden (FVL), a mutacdo da protrombina e niveis
aumentados de fator VIl s&o os mais comuns na populagdo em geral e sao
responsaveis pela maior parte dos casos de trombose.

Tabela 1: Prevaléncia de fatores de risco para trombose venosa.

Fator de risco % populagado em geral % pacientes com trombose
Deficiéncia de Proteina C 0,2-0,4 3
Deficiéncia de Proteina S Desconhecido 1-2
Deficiéncia de antitrombina 0-0,2 1
Fator V de Leiden 5 20
Mutagéo protrombina 2 6
Niveis elevados Fator VIII (>150 11 25

UI/L)

Adaptado de Rosendaal, 1999 (16).

Importante também € a prevaléncia de anormalidades trombogénicas em familias
com trombofilia. As deficiéncias dos principais inibidores da coagulagdo ocorrem em
15%, a mutagdo da protrombina esta proxima de 20% e o FVL em 40% a 60% destes
individuos e o risco de trombose também é muito maior do que entre outros individuos

com alteragdes similares (16).

Fator V de Leiden



Dahlback e cols, em 1993, observaram que a resposta plasmatica a inativacéo
pela proteina C ativada (PCa) era reduzida em familias com historia de trombose. Este
fendmeno foi chamado de resisténcia a proteina C ativada.

A mutacao do fator V de Leiden resulta em ganho de fungéo do fator Va que por
sua vez causa um estado de hipercoagulabilidade. O aumento do risco de trombose, na
presencga desta mutagéo, é de 7 vezes em heterozigose e em homozigose chega a 80
vezes (18).

Mutacéao da protrombina

A segunda causa mais comum de trombofilia hereditaria esta relacionada a
niveis aumentados de protrombina, associado a um polimorfismo na regido 3’-nao
traduzida do gene, causado pela substituigdo de uma guanina por adenina na posigao
20210 (G20210A). Individuos heterozigotos para a mutagdo apresentam niveis de
protrombina mais altos, muitas vezes ainda dentro do intervalo de referéncia para
pessoas com o gendtipo normal (19).

Outros polimorfismos tém sido estudados como fator de risco para o
desenvolvimento de doengas tromboembdlicas, assim como o polimorfismo I/D do

ativador de plasminogénio tecidual.

Polimorfismo de insergao (l) e delecao (D) de seqiiéncias Alu no intron 8 do gene

que codifica o ativador do plasminogénio tecidual

O polimorfismo de insergéo (1) e delecdo (D) de sequéncias Alu no intron 8 do
gene t-PA foi primeiramente descrito por Ludwig e colaboradores em 1992 (7). As
sequéncias Alu consistem de aproximadamente 300pb, intercalados por todo o genoma
humano (17). Este polimorfismo tem sido estudado como possivel fator de risco para
varias doencgas, como infarto do miocardio, derrame e trombose venosa (2).

Van der Bom e colaboradores, em 1997, realizaram um estudo buscando uma
relacdo entre o polimorfismo I/D do gene t-PA e as concentragdes plasmaticas de t-PA
(proteina e atividade) com a prevaléncia de IM. Este estudo envolveu 121 pacientes
com histéria de IM e 250 controles sem histéria prévia de doenga cardiovascular, todos

participantes do Estudo de Rotterdam, um estudo coorte de base populacional
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desenvolvido com 7.983 individuos com idade igual ou superior a 55 anos. O alelo de
insercéo (l) do gene t-PA mostrou associagdo com um aumento de risco para IM n&o
fatal, de forma independente da concentracdo plasmatica de t-PA e da presenca de
outros fatores de risco conhecidos para IM. Portanto, este marcador polimérfico pode
ser um fator preditivo de IM néao fatal. A concentragdo plasmatica de t-PA apresentou
associagao positiva com o risco de IM, porém, depois de ajustado para outros fatores
de risco para doencas cardiovasculares, esta associacao ficou fortemente atenuada. A
atividade aumentada do t-PA, normalmente interpretada como o principal determinante
da capacidade de dissolugdao do coagulo pelo sistema hemostatico, mostrou uma
tendéncia de associacdo com o aumento de risco para IM. Os autores concluiram que
o alelo | esta associado de forma independente com IM n&o fatal (20).

lacoviello e colaboradores em 1996 desenvolveram um estudo com 327
individuos italianos que compareciam em laboratérios de hospitais em toda a Italia,
selecionados consecutivamente. Foram investigados o polimorfismo I/D do gene t-PA e
a concentragao e atividade de t-PA, sendo realizada uma entrevista sobre a historia
familiar de trombose. No grupo caso, foram incluidos pacientes que sofreram um
episodio de IM e relataram ter pelo menos um parente de primeiro grau que sofreu um
IM e/ou derrame antes dos 65 anos. Nao foi observada diferenca na distribuicdo dos
genotipos do t-PA entre pacientes com IM e historia familiar de trombose e os controles.
Uma avaliagao da distribuicdo dos gendtipos de acordo com o género nao mostrou uma
diferenga significante, quando comparados separadamente homens e mulheres frente
aos controles. A conclusdo deste estudo foi que o polimorfismo I/D do gene t-PA néo
representa um importante papel na determinacdo do aumento do risco de IM na
populagao italiana (6).

Um estudo realizado por Hooper e colaboradores em 2000, analisou a
distribuicdo do gendtipo I/D do gene t-PA e a frequéncia do alelo D em um grupo de
pacientes com IM e outro com TEV. O grupo caso foi constituido de pacientes afro-
americanos com histéria de TEV (n=91) que frequentavam uma clinica de
anticoagulagdo e pacientes com histéria de IM (n=108) atendidos na clinica de
cardiologia no Hospital Grady Memorial, em Atlanta, EUA. Os controles (n=185) foram
selecionados entre os individuos afro-americanos, sem histéria prévia de problemas
cardiacos, derrame ou trombose, que compareceram ao laboratério do mesmo hospital

para exames de sangue de rotina. Os autores observaram uma razdo de chance (OR)
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de IM maior para o gendtipo DD do que do ID, quando comparados ao gendtipo |,
porém sem significancia estatistica. A OR para TEV dos pacientes com gendtipo DD foi
maior e estatisticamente significativa do que a dos com gendtipo ID, quando
comparados ao gendtipo Il. A prevaléncia do alelo D entre pacientes com histérico de
IM foi de 63%, com histérico de TEV, 65% e entre os controles, 56%. A diferenga da
prevaléncia do alelo D em relagdo aos controles ndo foi significativa para os pacientes
com IM, mas para os pacientes com TEV, foi significante (p=0,045). Os autores
observaram, na populagdo de afro-americanos estudada, uma associagao significativa
entre o alelo D do polimorfismo I/D do gene t-PA e TEV, mas né&o significativa entre o
aleloD e IM (21).

Em 2001, Hooper e colaboradores pesquisaram o polimorfismo I/D do t-PA em
mulheres gravidas com histéria de TEV e tromboembolismo pulmonar (TEP). Foram
incluidos neste estudo 41 casos, com média de idade de 28 anos, e 76 controles
(mulheres gravidas, sem historico de TEV ou TEP), com média de idade de 30 anos,
ambos dos mesmos hospitais. Nas mulheres caucasianas, foi observada uma diferencga
significativa entre OR do genétipo Il (8,8) e do ID (8,2), quando comparados com o do
gendtipo DD (p<0,05). Nas mulheres afro-americanas, porém, essa diferenga n&o foi
significante. Com esses resultados, os autores mostram uma associagdo entre o
gendtipo Il e ID com TEV associada a gravidez em mulheres caucasianas, mas nao em
mulheres afro-americanas (22).

Um estudo realizado por Wang e colaboradores, em 2002, avaliou a relagado
entre o polimorfismo I/D do gene t-PA e/ou os niveis de t-PA plasmatico com
hipertensdo em pacientes chineses, incluindo 126 casos e 102 controles. A analise da
distribuicdo dos gendtipos do gene t-PA nos pacientes hipertensos e controles mostrou
ser similar, ndo havendo uma diferenga estatistica significante da frequiéncia dos alelos
entre os grupos caso e controle. Os autores concluiram que neste estudo ndo houve
associagao entre os gendtipos do t-PA nem dos niveis de t-PA plasmatico com risco de
hipertensao (23).

Em 2005, Oguzulgen e colaboradores pesquisaram a relagéo do polimorfismo I/D
do gene t-PA em um grupo de individuos na Turquia. Esse estudo foi desenvolvido com
93 pacientes com TEV documentada e 146 controles sem histérico de TEV. Os
resultados obtidos ndo demonstraram diferengas estatisticas significativas entre as

freqUéncias do alelo | e dos gendtipos nos grupos caso e controle (24).
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Os dados da literatura relatados acima mostram que a relagdo entre o
polimorfismo I/D do gene t-PA com doengas associadas ao sistema cardiovascular,
como infarto do miocardio e trombose venosa, ainda € controverso. Além disso, nao

foram encontrados relatos na literatura cientifica de estudos realizados no Brasil

relacionando este polimorfismo com TEV.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral
Esse estudo teve por objetivo pesquisar a relacdo entre o polimorfismo de
insergao/delecao (I/D) do gene t-PA e trombose venosa (TV), comparando um grupo de
individuos com episédio de TEP (tromboembolismo pulmonar) ou TVP (trombose
venosa profunda) e um grupo de individuos sem histéria de TV.
Objetivos Especificos
e Determinar a frequéncia dos genotipos DD, ID e Il nos grupos estudados.
e Determinar a frequéncia dos alelos | e D em individuos com episédio de trombose
venosa (grupo caso) e em individuos sem histérico de trombose venosa (grupo

controle).

e Verificar se existe relagdo entre o polimorfismo |I/D do gene t-PA e trombose

venosa nos grupos de individuos estudados.
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Abstract

Introduction: The formation of fibrin clot in the site of the endothelial lesion constitutes a
crucial process for the maintenance of the vascular integrity. However, the mechanisms
of the hemostatic system should be regulated, simultaneously, to oppose the excessive
loss of blood and to avoid formation of intravascular thrombus, due to excessive
formation of fibrin. Therefore, a balance between the coagulation and the fibrinolysis is
essential. The tissue plasminogen activator (t-PA) is the main activator of the fibrinolytic
system derived from endothelial cells, playing important role in the fibrinolysis. In the last
years, the I/D polymorphism (insertion or deletion of an Alu sequence) of the t-PA gene
has been studied as a potential risk factor for developing cardiovascular diseases, as

myocardial infarction and venous thrombosis, in different populations of the world.

Objective: This study investigate the relationship between the insertion/deletion
polymorphism of the t-PA gene and venous thrombosis (VT), comparing a group of
individuals with episode of pulmonary thromboembolism (PTE) or deep venous

thrombosis (DVT) and a group of individuals with no history of VT.

Material and methods: Case group was composed of 89 individuals with episode of
venous thromboembolism and control group represented 81 individuals with no history
of thromboembolic disease. The t-PA genotype was determined by polymerase chain
reaction (PCR). All samples identified as DD genotype were retested for confirmation by
means of a PCR using an internal primer that recognizes and hybridizes specifically with

the inserted sequence, assuring an accurate genotype identification.

Results: The frequency of D allele among patients was 41.6% and controls, 46.9%; for |
allele, frequency was 58.4% and 53.1%, respectively. The DD genotype was found in
14.6% of patients and 17.3% of controls, and the ID genotype, in 53.9% of the cases
and 59.3% of the controls. The || homozygote represented 31.5% individuals in the case

group and 23.4% individuals in the control group.

Discussions and Conclusions: No statistically significant difference was observed

among genotypes frequency of t-PA gene in individuals of study groups. However, the II
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genotype was more frequent in the case group than in the control group, suggesting a
tendency of association between the Il genotype of t-PA gene and the development of
thromboembolic diseases. As no data was found in the literature on the frequency of the
I/D polymorphism of t-PA gene in the Brazilian population, we consider this report as the
first study involving the frequency of this polymorphism in groups of individuals with and
without thrombosis historical event in Brazil, contributing to the knowledge of the
relationship between this polymorphism and VTE in our country.

Keywords: Venous thrombosis; tissue plasminogen activator; polymorphism; Alu
repeat.
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1 Introduction

Venous thromboembolism (VTE) is a common vascular disease with an
estimated anual incidence of 1-2 in 1000 individual every year, in the USA [1]. The two
major clinical manifestations are deep venous thrombosis (DVT) and pulmonary
embolism (PE), which is usually considered to be a complication of DVT. The
pathogenesis of VTE is complex and is associated to inherited and acquired
predisposing factors such as advanced age, prolonged immobilization, surgery,
malignancies, antiphospholipid syndrome, oral contraception and hormone replacement
therapy [2, 3].

Clinical and epidemiological studies have established that VTE may occur as a
result of several interacting factors. Environmental factors cause hypercoagulability of
the blood or deficiency of fibrinolysis. Tissue plasminogen activator (t-PA) is a
proteinase activator of plasminogen and the main activator of the fibrinolytic system. It
has been shown that impaired fibrinolysis caused by decreased function of t-PA might
be a risk factor for thrombosis [4]. A decrease of the fibrinolytic potential, due to a
decrease of t-PA activity or to an increase in PAI-I, has been associated with both
arterial and venous thrombosis. Also, increased t-PA antigen levels were correlated with
thrombotic events in coronary, cerebral and peripheral arteries [5]. Increased plasma t-
PA levels have been associated with increased risk of coronariy thrombotic disease [6,7].

Ludwig et al, in 1992, have described an Alu insertion/deletion (I/D) polymorphism
in the exon 8 of the t-PA gene, which has been associated with an increased risk for
myocardial infarction (Ml) and venous thromboembolism (VTE) [8, 9]. In recent years a
number of reports have been published investigating the relation between t-PA, its
genetic polymorphisms and arterial or venous thrombosis in different populations.

The aim of this case-control study was to determine allele and genotype
frequencies of the t-PA gene I/D polymorphism in patients with VTE and individuals with
no VTE history, investigating its association with venous thromboembolism, in a

population from the south of Brazil.

2 Population and Methods

2.1 Population
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This case-control study included 89 patients and 81 controls recruited from 2001
through 2003. Case group were patients attending the Cardiovascular Surgery or
Hematology Ambulatory and from the Coronarian Treatment Unit at Hospital Sao Lucas
of Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul - PUCRS (Porto Alegre, Brazil).
Controls were recruited among participants of a cohort study conducted by the Institute
of Geriatrics and Gerontology, PUCRS, with no history of thromboembolic event.
Subjects reporting surgery in the past year, malignant disorder or antiphospholipid
syndrome were not eligible for the study.

The study protocol was approved by the Ethics Committee for Research of
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul - PUCRS and a written informed
consent was obtained from all subjects.

2.2 Specimen Collection and Genotype Analysis

Peripheral blood was collected into EDTA-containing tubes. Genomic DNA was
extracted with GFX Genomic Blood DNA Purification kit (Amersham Biosciences, EUA)
according to the manufacturer’s protocol and was stored at -20°C. Genotyping was
performed by polymerase chain reaction (PCR) and products were analyzed by
electrophoresis in a 1.5% agarose (Invitrogen) gel with 5ug/mL ethidium bromide
(Invitrogen) , under UV light (Transilluminator, BioRad).

For PCR, about 1ug of genomic DNA was used in a total reaction volume of 25uL
containing 1.5U Taq DNA polimerase (Cenbiot, Brazil), 100uM dNTP mix (Invitrogen),
2,5mM MgCl, 20mM Tris-HCI pH8.4, 50mM KCI, 1% DMSO (Sigma-Aldrich), 50pmol of
each primer (forward PAF: 5-GTA AGA GTT CCG TAA CAG GAC AGC T-3; reverse
PAR: 5-CCC CAC CCT AGG AGA ACT TCT CTT T-3") (IDT®).

PCR amplification was performed in 40 cycles of denaturation at 95°C for 1
minute, annealing at 58°C for 30 seconds and extension at 72°C for 30 seconds (MJ
Research PT200). An initial denaturation at 95°C for 5 min and a final extension step at
72°C for 5 min were performed. For genotype confirmation, in samples identified as DD
or having a faint band corresponding to the | allele (suggesting ID genotype), a PCR
was performed using the reverse primer PAR and an internal forward primer PAP (5'-
CAA AAA ATA GCC GGG CGT AGT GGC-3’) (IDT®), which hybridizes within the

insertion sequence. Reaction conditions were as described above. PCR amplified

19



products were: for | allele, 434bp; for D allele, 128bp; and for the confirmatory PCR,
234bp (Figure 1).

Figure 1: 1.5% agarose gel electrophoresis in TAE buffer. Lanes 1-3: PCR with primers
PAF/PAR. Lanes 5-7: PCR with primers PAP/PAR. Lanes 1 and 5: genotype Il. Lanes 2 and 6:
genotype ID. Lanes 3 and 7: genotype DD. Lane 4: DNA Ladder 123bp (Life Technologies).
Note that sample on lane 2 could have been misinterpreted as genotype I, if the PCR with the

internal primer were not performed.

2.3 Statistical analysis

The allele and genotype frequencies were obtained by direct count. The genotype
distribution and allele frequencies were compared using the chi-square test. Odds ratio
was estimated with 95% confidence interval as a measure of risk. All statistic tests were
two sided and P value <0.05 was considered significant. Statistical analysis was

performed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version 11.0.
3 Results
3.1 Characteristics of participants
Demographic, clinical and behavioral characteristics of participants are presented
in Table 1. No significant differences were observed in mean age, gender or ethnics.

Most individuals from case group (65.5%) presented a unique episode of VTE.

3.2 Allele and genotype distribution
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Concerning the use of the internal primer for genotyping confirmation, 25 samples
of case group and 43 of control group originally resulting homozygous DD or presenting
a faint band for | allele were analyzed using the internal primer, which hybridizes only
with the | allele. Among those, 12 (60%) of case group and 14 (33%) of control group
confirmed DD genotype, all the others were retyped as heterozygous ID.

The overall frequency of the | allele in case group was 0.58 and 0.53 in the
control group. The frequency of allele D was 0.42 and 0.47 in the case and control group,
respectively. | allele frequency was slightly higher in the case group compared with
control group, but with no statistical significance (p>0.05).

DD genotype was found in 13 (14.6%) individuals of case group and 14 (17.3%)
of control group, ID genotype, in 48 (53.9%) cases and 48 (59.3%) controls, and Il
genotype, in 28 (31.5%) cases and 19 (23.4%) controls. The difference of Il
homozigosity frequency in patients and controls was not statistically significant (p=0.244)
(Table 2).

Analysis of the Hardy-Weinberg equilibrium showed that both populations, case

and control, are in equilibrium.

4 Discussion

In this study, the insertion and deletion polymorphism of the t-PA gene was
evaluated as a risk factor for the development of venous thrombosis, involving 89
individuals with VTE (PTE or VT), corresponding to the case group, and 81, with no
report of VTE history, representing the control group.

The relationship of the I/D polymorphism of the t-PA gene and VT has been
investigated by some research groups, which results do not define the role of this
polymorphism in the development of VT (Table 3).

Van der Bom et al, in 1997, investigated the relationship of the I/D polymorphism
of t-PA gene, t-PA plasma concentrations and its activity with the prevalence of MI. This
study involved 121 patients with history of Ml and 250 controls without previous history
of cardiovascular disease, all participants from the Rotterdam Study. The DD genotype
frequency for the case group was 11.6% and for the control group, 19.2%. These
frequencies are similar to those found in our study, with DD homozygous frequency of

14.6% for the case group and 17.3% for the control group. The heterozygous frequency

21



in control group reported by Van der Bom was 50.8%, which was the most different from
our study (59.3%). Regarding the | and D allele frequencies demonstrated in the
referred study, the case group presented a higher frequency of the | allele, profile also
observed in our study: respectively, 64.5% and 58.4% for the | allele, and 35.5% and
41.6% for the D allele. Considering that the Rotterdam Study was accomplished with
Caucasian individuals, this similarity among results is important, once in our population
the vast majority of individuals (80%) were Caucasians [10].

In the study of Hooper et al, developed with an Afro-American population in 2000,
the t-PA 1/D genotype distribution and the D allele frequency were evaluated in a group
of patients with Ml and a group with VTE. The authors observed a statistically higher
odds ratio (OR) for VTE patients with DD genotype than those with ID genotype, when
compared to the Il genotype. The prevalence of D allele among patients with reported
history of VTE was 65.0% and among controls, 56.0%. The difference of D allele
prevalence for patients with VTE was significant when compared to controls (p=0.045).
The authors observed a significant association among the D allele of the I/D
polymorphism of the t-PA gene and VTE [11].

In 2001, Hooper et al, studied the I/D polymorphism of the t-PA gene in a group
of pregnant women with history of VTE and/or pulmonary thromboembolism (PTE). The
frequency of ID heterozygous was 55.55%, very similar to our study (53.9%). These
authors also report allele frequencies identical to those found in the control population of
our study (53.1% for the | allele; 46.9% for the D allele). This similarity in the results was
interesting, once both studies were conducted with individuals predominantly Caucasian
and with episode of venous thromboembolism, however in our study no pregnant
woman was included [12].

Oguzulgen et al, in 2005, in a study developed with a Turkish population, found
no statistically significant relationship of the I/D polymorphism of the t-PA gene and the
risk of developing VTE in the study population. These authors suggest that the different
genotype and allele frequencies observed among several studies concerning this matter
could be due to ethnic and racial factors. Among all these reports from the literature, the
frequencies of Il genotype reported by Oguzulgen et al are the most similar to those
found in our study, either for the case or the control group. This data is interesting, as
the population of our study is mainly Caucasian and possibly with no Turkish

background in such a level that could explain this similarity in genetic frequencies [13].
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The results presented here for t-PA 1/D genotypes are in agreement with
frequencies reported in some studies conducted in other countries, however different
from others. In the present study, besides traditional PCR, using direct and reverse
primers which hybridize with sequences present in both | and D allelic variants, a
specific PCR for confirmation of the DD or ID genotype was performed, using an internal
primer that hybridizes with the Alu sequence present exclusively in the | allelic variant.
This strategy was based on the publication of Ueda et al on I/D polymorphism of the
ACE gene, where the authors demonstrate that the use of an internal primer avoids
misgenotyping in the presence of | allele [14]. The use of an internal primer in our study
may have contributed for the higher ID genotype frequency detected for individuals with
no history of thrombosis, when comparing with most of the studies found in the literature.

Jern et al observed an association between t-PA release and the Alu
polymorphism at the t-PA locus in healthy subjects [15]. Wolf and collaborators,
considering that this Alu polymorphism is neutral (ie, unlikely to be the causal variant by
itself), screened the t-PA gene for putative functional variants. By resequencing the
promoter, the 3’ untranslated region (3’-UTR), and all coding regions of the t-PA gene,
the research group identified 8 novel single-nucleotide polymorphisms (SNPs) [16].
Three of these were associated with t-PA release: -7351C>T, 20,099T>C, and
27,445T>A. The coding 20,099T>C SNP is synonymous and the intronic 27,445T>A
SNP is not located in a splice site. The authors state that the t-PA -7351C>T variant is a
functional candidate, since it is located within an enhancer region. Reports show that t-
PA -7351T allele carriers have an increased risk of myocardial infarction, and increased
risk of ischemic stroke for the t-PA TT genotype [17,18]. Also, Asselbergs et al,
investigating the epistatic effects of polymorphisms in genes from the renin-angiotensin,
bradykinin and fibrinolytic systems on plasma t-PA and PAI-1 levels in a large
population-based sample (n=2,527), found a borderline significant interaction between
PAIl 4G5G and ACE I/D on plasma t-PA and PAI-1 levels, supporting the idea that the
interplay between the renin-angiotensin, bradykinin, and fibrinolytic systems might play
an important role in t-PA and PAI-1 biology [19]. These observations show that
interactions of the various systems controlling blood pressure and coagulation is a
complex matter and the actual influence of t-PA gene polymorphisms in the
development of diseases, including VTE, and its relation with t-PA concentration and

activity still need further investigation.
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Table 1: Characteristics of participants

Case group Control group P
Mean age
51.71 (x 25.21) 51.71 (x 26.47) 0.801
(years £ SE)
Female (%) 56.5 61.6 0.479
Caucasian (%) 92.3 91.9 0.076

VTE unique episode
(%)

65.5

VTE: Venous Thromboembolism; SE:
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Table 2: t-PA genotype distribution and allele frequency in VTE patients and controls

VTE patients Controls p
n (%) n (%)
DD 13 (14.6) 14 (17.3) 0.633
ID 48 (53.9) 48 (59.3)
t-PA genotype
Il 28 (31.5) 19 (23.4) 0.244
Total 89 (100.0) 81 (100.0)
I 0,58 0,53
Allele frequency
D 0,42 0,47

* Statistically significant when P<0.05

t-PA: tissue plasminogen activator; D: Deletion allele; I: Insertion allele; VTE: Venous
Thromboembolism
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Table 3: Studies from the literature reporting t-PA I/D polymorphism genotype and allele frequencies in individuals with VTE

t-PA genotype

Source and country Sample size (%) Allele frequency
n (7
DD ID Il D
VT healthy VT healthy VT healthy VT healthy VT healthy VT healthy
van der Bom JG et al 14 48 58 127 49 75
121 250 0.36 0.45 0.64 0.55
Netherlands 1997 (11.6) (19.2) (47.9) (50.8) (40.5) (30.0)
Hooper WC et al
37 61 45 87 37
US African Americans 91 185 9 (10) 0.65 56.0 0.35 0.44
(41.0) (33.0) (49.0) (47.0) (20.0)
2000
Hooper WC et al
1 12 15 22 11 15
US Caucasian women 41 76 0.31 0.47 0.69 0.53
(3.7) (24.5) (55.6) (44.9) (40.7) (30.6)
2001
Oguzulgen IK et al 36 55 32 52 25 39
93 146 0.56 0.55 0.44 0.45
Turkey 2005 (38.7) (37.7) (34.4) (35.6) (26.9) (26.7)
13 14 48 48 28 19
Our results 89 81 0.42 0.47 0.58 0.53
(14.6) (17.3) (53.9) (59.3) (31.5) (23.4)
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CONSIDERAGOES FINAIS

Sabemos que o t-PA por ser o principal ativador do plasminogénio para a
proteina fibrinolitica, a plasmina, exerce uma fundamental importancia no controle da
hemostasia. Desta forma, sendo capaz entdo de remover a fibrina e transformando-a
em seus produtos de degradagao evitando seu acumulo na luz endotelial, podendo
causar doencas tromboembodlicas.

Tromboembolismo venoso é uma alteragado que possui carater multifatorial, como
fatores de risco genético e adquirido, portanto estes estudos polimérficos s&o de grande
valor cientifico, uma vez que este polimorfismo pode ser mais um fator de risco para o
desenvolvimento de trombose venosa.

A relacdo entre o polimorfismo de insercdo e delecdo de uma repeticdo Alu do
gene t-PA e o risco de desenvolver doengas tromboembdlicas ainda é controverso.
Foram encontrados na literatura apenas 4 estudos sobre este polimorfismo em casos
de TV (Table 4, do artigo), sendo que os resultados dos estudos encontrados e
populagdes apresentam diferengas nas distribuicdes dos gendtipos e na frequéncia
alélica. Essas diferencas podem ser decorrentes de varios fatores inerentes as
populag¢des, como diferengas étnicas dos grupos estudados, ou mesmo metodoldgicas,
como o uso do primer interno que hibridiza na sequéncia de inser¢ao do polimorfismo
do gene t-PA em nosso estudo.

As caracteristicas étnicas dos grupos estudados realmente pode ser um fator
importante nas divergéncias obtidas nos estudos do polimorfismo I/D do gene t-PA,
porém ainda nao confirmado, pois como foi relatado existem raras referéncias na
literatura cientifica a respeito desse polimorfismo, € na sua grande maioria
simplesmente sugerem essa possibilidade.

A utilizacdo do primer interno para confirmagcdo dos gendtipos DD ou ID em
nosso estudo foi inspirada no estudo de Ueda et al (1992) que buscava a prevaléncia
genotipica do polimorfismo de insergao/delecao de sequéncias Alu no gene da enzima
conversora de angiotensina (ECA). Durante o periodo de padronizagao da PCR com os
primers direto e reverso, foram visualizadas bandas muito fracas para o alelo | em
algumas das amostras testadas, porém bandas intensas para o alelo D. Isto poderia
sugerir uma amplificagdo preferencial do alelo D, cujo amplicon é de 128pb, enquanto o

do alelo | &€ de 434pb. Assim, individuos heterozigotos poderiam estar sendo
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genotipados como homozigotos DD, levando a uma interpretagdo equivocada do papel
dos genatipos no risco para trombose venosa. Apos a realizagdo da PCR utilizando o
primer interno, ficou evidenciado que alguns individuos inicialmente classificados como
DD eram na realidade heterozigotos, mostrando a importancia da utilizagdo desta nova
metodologia para a correta identificagcdo dos gendtipos. O uso desta PCR com primer
interno poderia ser um dos motivos das divergéncias nas frequéncias das variantes
polimorficas do t-PA observadas no nosso estudo em relagdo aos resultados
encontrados por outros autores.

O presente estudo foi considerado o primeiro trabalho envolvendo o polimorfismo
I/D de repeticdes Alu do gene t-PA na populagao brasileira, uma vez que nao foram
localizados estudos semelhantes na literatura. Os individuos envolvidos nesta pesquisa
eram predominantemente caucasianos, o que explica, em parte, as semelhangas
encontradas com alguns estudos, onde a populagdo envolvida, apesar de n&o ser
brasileira, era predominantemente caucasiana. Outros estudos, porém, apresentaram
resultados semelhantes aos do presente estudo, apesar de realizados com grupos de
origem étnica diferente, como afro-americanos. Estes dados vao ao encontro do estado
de conhecimento atual, que mostra existir ainda um papel controverso do polimorfismo
I/D do gene t-PA como fator de risco para o desenvolvimento de trombose venosa, e a

influéncia da origem étnica das populagdes estudadas.
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CONCLUSOES

A prevaléncia dos genotipos do t-PA entre os pacientes foi de 14,6% de
homozigotos DD, 53,9% de heterozigotos ID e 31,5% de homozigoto Il, e entre os
controles foi de 17,3% de homozigotos DD, 59,3% de heterozigotos e 23,4% de

homozigotos II.

A frequéncia do alelo D foi 0,42 entre os pacientes e 0,47 entre os controles, e

do alelo | foi 0,58 nos pacientes e 0,53 nos controles.

A prevaléncia do gendtipo Il mostrou uma tendéncia de associacdo com o
desenvolvimento de tromboembolismo venoso, porém essa associagdo nao foi
estatisticamente significativa (P>0,05), provavelmente devido ao pequeno tamanho da

amostra.
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Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do projeto guarda-chuva original
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io Termo de Consentimento Livre e Fscls

X

(TCLE) especifice do projeto Bolimorfismo /D do Ativador de Plasminogénio Tecidy

de Trombose Venosa”

O presente projcto de mestrado serd descavolvido dentro de uma linha de pesquisa sobre
13 e i
polimorfismos genéticos que representam risco para trombose venosa. O projeto que deu inicio a csta
inha de pesquisa intitulava-se “Estudo do Fator VI, Fator ¢ Leiden e Protrombina Mutante em
link tul Estudo do Fater VIIL Fator V de Leiden e Protro futant

Pacientes com Lven

‘trombéticos”, tendo sido aprovado pelo Comité de Etica cm Pesquisa da
PUCRS, protocolo n® 01/897. Os individuos gque aceitaram participar no referido sstudo, tanto

1

pacientes quanto controles, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que se

encontra em anexo. Neste termo de consentimento, 0s participantes da pesquisa foram nform
o .

o objetivo do projeto ere identificar alieragbes cenéticas no seu sangue ¢ analisi-las como fatores de

risco para a tromboge venosa. Muitos pacientes estavam internados na UTC do HSL, & vieram a

falecer. Outros tiveram alta e ndo mais compareceram ao hospital para acompanhamento ¢!

individuos do grupo controle foram selecionados cntre moradores do Municipio de Gravatal que

y Génesis, e atuzlmente ¢ acesso a estes individuos ndo seria possivel, por

T By Bed
pariicipavam 4c rroje

by

DNAs extraidos do sangue periférico de pacientes e

-3

motivos independentes da nossa vontade. ©

s da pesquisa “Bstudo do Fator VI, Fator V de Leiden e Protrombin

e e
controles pamnicip

em Pacientes com Evenk 6ticos” ¢ ar i no Laboratério de

, considerades

AT

stantes na “Proposta de Nor

Bancos de Marerial F

s sygeriram que oulros poli

redutase ¢ o CS5178A mitccondrial
terior de mestrado anzlisou ¢ pelimorfismo

¢ previamente
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Tituio da Pesquisa: £studc do Fator Vit e das Mutacles do Fator V Leiden e

A trombos fludncia genética. Algumas alteracbes
genéticas j& s&o conhecidas, € podein ser identificadas no leboratdrio. Este
trabalho tem como objetivo identificar estas alteracdes e associa-las como
fatores de risco para esta doenca.

Para este estudo, vamos usar ume amostra de sangue, coletado nos
procedimentos de rotina em pacientes com trombose. E importante ressaltar
que este protocolo nao modifica a rotina do fratamento € dos exames normais.
Qs resultados do estudo poderac determinar um diagnéstico mais prefoce da

doenga e inclusive na sua prevengdo. O senhor {a)
I = SRS e o fui in?ormaco dos
obietivos e da justificativa desta pesq . de forma clara e detalhada. Desta
forma, assino este termo de concordan pﬂra o projeto acima citado, de livre
e espontanea vontade. Sei que em quaiguer momento poderei solicitar novas
informacdes e mmha decisBo se assim o desejar. Também
responderei a um por livre e esponténea vontade. O
investigador. !sto ndo acarreta

'}

meu prontudrio po cvré ser es*ueacc pel

C)D

qualquer dnus r eferente ao meu tratam :
Os dados rao utilizados e para obijetivo de investigagao,
Sl ¢} Y/
ficando assequrados seu sigilo e anonimato.

Declaro aindz que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Nome do Paciente:
Assinatura:
Enderego:

Telefone:

Responsavel p
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csquisas Biomedicas da se propde a analisar ©

to pacientes e controles,
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0.
&

=
Q.
I

o
=
&
i

(of
=
o
a5
¢
Y
G
5
3
B
=
=
=
&
wr
P
o

1

uma vez que publicagbes recentes sugerett um possivel papel de deste polimorfisme no aumento do risco

para trombose venosa. A analise deste polimorfismo, como 0 da metilenotetraidrofolato redutase, ndo

estava prevista Inicialmente, mas baseado nos dados da literatura, consideramos importantc a

realizagiio deste cstudo, pois forneceria dados adicionais para a analise de risco genético. A andlise

junta de todos 0s polimerfismos estudados poderia ser mais esclarecedora sobre os fatores de risco
signiﬁcativos para trombosc venosa, permitindo uma prevengdo adequada. Por exemplo, uma mulher
ortadora dos polimorfismos de risco, seria desaconselhada a fazer uso de contraceptivo oral, ou,

i

ainda, um pacicnte com episédio de trombose portad for dos polimorfismos de risco ser 1a submetido a

ratamento com anticoagul Jlante com o ntuito de pze"em! recorréncia.

22

Os procedimentos previstos no projeto de pesquisa olim YD do Ativador de

minogénio Tecidual ¢ o Risco de Trombose Venosa™ observam os quesifos da Resolucio n ¢ 340 do

et

] 1

Consclho Nacional de Satde, de 8 de jutho de 2004, a qual define dir a analise ética ¢

H
i

amitagio dos projelos de pesquisa da drea teméatica especial da genética humana, ©OmMO

LD

sivendo Seres Humanos

compkementagéc is Diretrizes ¢ NMormas Regulamentadoras de Pesqu

~

(Resolugiio n° 196/96 do Con sselho Nacional de Saade).

¢ anonimate dos

da pesquis& bem como destes individuos.

i e

claramos, bém, que as amostras do material biclégico uiilizad

” y
Ao remeiidas para
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PUCRS
Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul Bl%

Faculdade de Biociéncias CIENCIAS
CC-FaBio Porto Alegre, 15 de maro de 2006.
Senhor Coordenador

A Comissio Cientifica da Faculdade de Biociéncias
acata a decisdo do Programa de P6s-Graduagio em Biologia Celular e Molecular
em relagio ao projeto de pesquisa intitulado “Polimorfismo I/D do ativador de

plasminogénio tecidual e risco de trombose venosa”, protocolado sob o nimero

0017/2006, que obteve o seguinte parecer:

(x) APROVADO

Atenciosamente,

Prof*/Dr*. Ariamaria Feljé

Presidente
Comissio Cientifica-FaBlo

Ao Senhor

Prof Dr. José Roberto Goldim
Coordenador do CEP-PUCRS
Nesta Umiversidade

Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 12 : Fone: O (xx) 51 3320-3545

90619-900 - Porto Alegre - RS FAX: 0O (xx) 51 3320-3612
www . pucrs.br/fabio e-mail: biociencias@pucrs.br
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avoid animals’ suffering at each stage of the experiment. In experiments involving the use of muscle
relaxants, describe the precautions taken to ensure adequate anaesthesia (J Physiol 1990; 420:xii-
xiii).

Experiments on isolated tissues: Indicate precisely how you obtained the donor tissue. The NIH guide
for the care and use of laboratory animals (National Institutes of Health Publications No. 80-23,
revised 1978) gives guidelines for the acquisition and care of animals.

Authorship

All authors must sign the letter accompanying their submission to confirm that they have read and
approved the paper, that they have met the criteria for authorship as established by the International
Committee of Medical Journal Editors, that they believe that the paper represents honest work, and
that they are able to verify the validity of the results reported. You might also be interested to read the
debate on authorship in general in the British Medical Journal’s Authorship collection
(http://bmj.com/cgi/collection/authorship). Many of the points covered above are discussed in the New
England Journal of Medicine’s collection of papers entitled 'Editorials on Journal Policy’
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(http://authors.nejm.org/Misc/Policies.asp).

Copyright assignment

Papers are accepted for publication on the understanding that exclusive copyright in the paper is
assigned to the Publisher. Authors are asked to sign a copyright assignment form after acceptance of
their papers. They may use material from their paper in other works published by them.

Submissions

Authors are strongly encouraged to submit their manuscripts through the web-based tracking system
at http://www.editorialmanager.com/bcf/. Signed author forms may be included in the submission as a
'supporting document' or mailed to the journal office. The site contains instructions and advice on how
to use the system. Authors should NOT in addition then post a hard copy submission to the editorial
office, unless you are supplying artwork, letters or files that cannot be submitted electronically, or
have been instructed to do so by the editorial office. Include the following where appropriate: subject
consent forms; transfer of copyright form; permission to reproduce previously published material;
checklist. For those authors who have no option but to submit by mail please send one copy of the
article, plus an electronic version on disk or CD-ROM, to either editor dependent on your geographical
location. Authors from Europe, Asia (apart from Japan), Africa and Australia should submit to:
Evgueni Saenko, Ph.D.,University of Maryland, School of Medicine Center for Vascular and
Inflammatory Diseases Department of Biochemistry and Molecular Biology 800 W. Baltimore Street
Baltimore, MD 21201, email: esaenko@som.umaryland.edu. Authors from North and South America
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Oklahoma City VA Medical Center, University of Oklahoma Health Sciences Center, Pathology and Lab
Medicine #113, Oklahoma City VAMC, 921 N.E. 13th St., Oklahoma City, OK73104, USA. Tel: +1 405
270 0501 ext. 5261; Fax: +1 405 297 5922; email: thrombosis@ouhsc.edu

Double spacing should be used throughout the manuscript, which should include the following sections,
each starting on a separate page: title page, abstract and keywords, text, acknowledgements,
references, individual tables and captions. Margins should be not less than 3 cm. Pages should be
numbered consecutively, beginning with the title page, and the page number should be placed in the
top right hand corner of each page. Abbreviations should be defined on their first appearance in the
text; those not accepted by international bodies should be avoided. Submit the required number of
paper copies and a disk and keep copies of everything submitted.

Authors are invited to list up to four potential reviewers, including their full addresses, telephone and
fax numbers, and e-mail addresses.

Presentation of papers

Title Page

The title page should carry the full title of the paper and a short title, of no more than 45 characters
and spaces, to be used as a ‘running head’ (and which should be so identified). The first name, middle
initial and last name of each author should appear. If the work is to be attributed to a department or
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Abstracts

The second page should carry a structured abstract of no more than 250 words. The abstract should
state the Objective(s) of the study or investigation, basic Methods (selection of study subjects or
laboratory animals; observational and analytical methods), main Results (giving specific data and their
statistical significance, if possible), and the principal Conclusions. It should emphasise new and
important aspects of the study or observations.

Key Words

The abstract should be followed by a list of 3 - 10 keywords or short phrases which will assist the
cross-indexing of the article and which may be published. When possible, the terms used should be
from the Medical Subject Headings list of the Index Medicus
(http://www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.html).
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Tables

Each table should be typed on a separate sheet in double spacing. Tables should not be submitted as
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