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RESUMO

A trombose é a definicdo de processo patolégico que consiste na formacao de trombos
ou coagulos nos vasos sanguineos, e podem ocorrer em veias ou artérias, levando a
obstrucao total ou parcial do vaso, dificultando assim a passagem do fluxo sanguineo.
Pode ser hereditaria ou adquirida. A trombofilia adquirida possui caracter autoimune,
sisttmica de carater arterial e venoso, e obstétrico. A trombofilia hereditaria pode
ocorrer por deficiéncia dos anticoagulantes naturais, Proteina C (PC), Proteina S (PS)
e Antitrombina (AT), mutacBes em fatores codificadores de genes pro-coagulantes,
Fator V de Leiden (FVL), e gene da protrombina. Os anticoagulantes naturais sao de
importancia no final da cascata da coagulacéo, na fase de finalizacdo, para que ndo
ocorra uma oclusao no sitio da lesdo. Individuos que apresentam a deficiéncia dos
anticoagulantes podem apresentar complicagbes quando nao tratadas, como por
exemplo: CIVD, purpura fulminante, mas também o0s que se apresentam
assintomaticos. As Proteinas C e S, AT e PT sédo todas produzidas no figado, mas
somente a PS é produzida na forma de zimogénio. As deficiéncias dos
anticoagulantes podem ser divididas em dois tipos: qualitativas e quantitativas, com
excecdo da PS que apresenta trés tipos de deficiéncia: Tipo | (quantitativo), Tipo |
(reducédo da atividade da proteina) e Tipo lll (qualitativo). As mutac¢des por sua vez,
apresentam mutacdes em genes especificos do gene. Para o diagnostico das
deficiéncias, para cada tipo de deficiéncia é solicitado um ensaio. A identificacdo da
deficiéncia da PC, pode ser por meio de dois testes, o teste de antigeno e o ensaio da
atividade de PC (cromogénico ou coagulo). A deficiéncia da PS pode ser detectada
por meio dos ensaios imunoldgicos e de coagulacdo. A mutacdo da AT pode
identificada por meio do teste de antigeno e o ensaio funcional.

Palavras-chave: Trombose. Trombofilia. Coagulacdo. Anticoagulantes Naturais.
Deficiéncia de anticoagulantes



ABSTRACT

Thrombosis is the definition of a pathological process that consists in the formation of
thrombi or clots in blood vessels, and can occur in veins or arteries, leading to total or
partial obstruction of the vessel, thus hindering the passage of blood flow. It can be
hereditary or acquired. Acquired thrombophilia has an autoimmune, systemic arterial
and venous, and obstetric character. Hereditary thrombophilia can occur due to
deficiency of natural anticoagulants (PS, PC, and AT), mutations in factors encoding
procoagulant genes (FVL, and prothrombin gene). Natural anticoagulants are of
importance at the end of the coagulation cascade, in the completion phase, so that
occlusion does not occur at the site of injury. Individuals with anticoagulant deficiency
may have complications when left untreated, for example: DIC, purpura fulminans, but
also those who are asymptomatic. Proteins C and S, AT and PT are all produced in
the liver, but only PS is produced in the form of zymogen. Anticoagulant deficiencies
can be divided into two types: qualitative and quantitative, with the exception of PS,
which presents three types of deficiency: Type | (quantitative), Type Il (reduced protein
activity) and Type Il (qualitative). The mutations in turn present mutations in specific
genes of the gene. For the diagnosis of deficiencies, a test is required for each type of
disability. The identification of PC deficiency can be done through two tests, the antigen
test and the PC activity assay (chromogenic or clot). PS deficiency can be detected by
immunological and coagulation assays. The AT mutation can be identified using the
antigen test and the functional assay. The mutations in turn present mutations in
specific genes of the gene. For the diagnosis of deficiencies, a test is required for each
type of disability. The identification of PC deficiency can be done through two tests, the
antigen test and the PC activity assay (chromogenic or clot). PS deficiency can be
detected by immunological and coagulation assays. The AT mutation can be identified
using the antigen test and the functional assay.

Keywords: Thrombosis. Thrombophilia. Coagulation. Natural Anticoagulants.
Anticoagulant Deficiency
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1 INTRODUCAO

Trombofilia é definida como o estado de hipercoagulabilidade com tendéncia a
um evento trombotico. Em 1856, o médico alem&o Rudolf Virchow concebeu a teoria
de uma triade, ou seja, lesdo endotelial, estase do fluxo sanguineo e
hipercoagulabilidade, para explicar a etiologia da trombose, conhecida como a Triade
de Virchow. Durante as duas ultimas décadas, houve um progresso na identificacéo e
caracterizacdo dos mecanismos celulares e moleculares que influenciam de forma
interdependente a triade de Virchow (MANNUCCI; FRANCHINI, 2014).

Ha evidéncias crescentes do numero de anormalidades hereditarias,
especialmente do sistema de coagulagdo e anticoagulacdo do sangue, sendo
estreitamente associadas a trombofilia. A trombose é uma doenca multifatorial e o
conhecimento sobre sua etiologia vem avancando durante os anos, assim como a
descoberta de varios fatores que contribuem para sua incidéncia, principalmente nas
anormalidades de coagulacéo (HATWIG, 2016).

O sistema de coagulacdo, quando ativado, ativa simultaneamente o0s
mecanismos contrarreguladores para que o processo de hemostasia ocorra de
maneira adequada, evitando a formagéo de trombos. Esses mecanismos, envolvem,
os chamados, anticoagulantes naturais, sao eles: Inibidor da via do fator tecidual
(TFPI), Proteina C da coagulagcdo (PC), Proteina S (PS) e a Antitrombina (AT). A
deficiéncia de algum desses anticoagulantes pode levar a um desequilibrio
hemostatico predispondo a formacdo de doenca trombética (ZAMORA-GONZALEZ;
AGRAMONTE-LLANES; RODRIGUEZOPEREZ, 2013).

As anormalidades trombéticas podem ser hereditarias, adquiridas ou mistas
(congénitas e adquiridas) e o risco de TEV é diferente conforme cada anormalidade
(MANNUCCI; FRANCHINI, 2014).

Apb6s um primeiro episédio de trombose venosa profunda (TVP), podem
acontecer recorréncias em pacientes com ou sem condi¢des trombofilicas conhecidas,
sendo que 0 maior risco ocorre nos 6 primeiros meses ap0s a primeira ocorréncia
(SOARE; POPA, 2010).
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2 OBJETIVO

Realizar levantamento bibliografico em bases de dados e bibliotecas cientificas,
sintetizando, analisando e discutindo as estratégias para diagnostico laboratorial das
trombofilias causadas por deficiéncias hereditarias que levam a trombose venosa,
enfatizando nas deficiéncias da Antitrombina, Proteina C, Proteina S, Fator V de

Leiden e mutac&o do gene 20210 da protrombina.
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3 METODOLOGIA

O presente estudo foi um trabalho descritivo de revisdo bibliogréfica.
Realizamos pesquisas utilizando os meios como Pubmed, Archives, Elsevie, Google
Académico, BVS, Medline, Lilacs, UpToDate. Para a pesquisa foram utilizadas
seguintes palavras chaves “Trombofilia”, “deficiéncia de anticoagulantes naturais”,
“Fator V de Leiden” e “Mutagao do gene 20210A da protrombina”. Foram selecionados
78 artigos no intervalo dos anos 2000 até 2022 com excecdo de dois artigos mais
antigos que foram usados como objetivo de contextualizagéo. Os artigos selecionados
possuem carater de revisdo de literatura, ensaios clinicos, estudos epidemiolégicos,
monografias, arquivos de Orgdos Governamentais, dissertacdes, trabalhos de

conclusao de curso, bula de reagente.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Trombofilias

4.1.1 O que é, 0 que causa, e quais 0s tipos?

A trombose € a definicdo de processo patologico que consiste na formacéo de
trombos ou coagulos nos vasos sanguineos, e pode ocorrer em veias ou artérias,
levando a obstrucéo total ou parcial do vaso, dificultando a passagem do fluxo
sanguineo. (TORRES; CEZARE; YOO, 2012). Sabe-se que a heranca combinada de
fatores genéticos, associados a trombofilia, resulta em amplificagdo do risco para
ocorréncia de episodio trombético (cruz MARTINEZ et al., 2015).

De acordo com a localizacdo do trombo, existem dois tipos de trombose: a
trombose arterial e a trombose venosa. Essas doengas possuem etiologias diferentes,
onde a associacdo das proteinas dos mecanismos coagulante e anticoagulante
ocorrem, em especial, nos casos de trombose venosa (MARTINELLI, BUCCIARELLI,
MANNUCCI et al., 2010).

A trombose arterial tem como causa a lesédo do endotélio vascular, e sobre essa
leséo as plaquetas se depositam, formando assim um coagulo branco inicial (rico em
fibrina e plaquetas) que embora pequeno, pode trazer consequéncias graves
posteriormente, dependendo também de sua localizagéo (como cérebro ou coracéo).
O coagulo inicial pode crescer com o depdsito de eritrécitos nesse local (ALVES;
ALMEIDA; BALHAU, 2015; SIMOES; OLIVEIRA, 2014).

O tromboembolismo venoso (TEV), também conhecido como trombose, é
caracterizado pela formacéo de trombos ou coagulos na microvasculatura, que resulta
no fechamento desses vasos sanguineos, com consequente redugdo do fluxo
sanguineo do tecido local, que pode ocasionar uma leséo nesse tecido (BRUM, et al.,
2019).

As trombofilias podem ser classificadas em adquiridas ou hereditarias. A
trombofilia adquirida, tem caracter autoimune e ocorre principalmente na presenca de
anticorpos antifosfolipides (SAAF). Podem ser desencadeadas por diversos fatores
externos, sendo multifatorial, e podendo provocar assim complicacbes como:
Trombose Venosa Profunda (TVP), Acidente Vascular Isquémico (AVI), diversos

problemas gestacionais e embolia pulmonar, podendo ser fatal (BRUM, et al., 2019).
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J& as de carater hereditario podem ocorrer por: deficiéncia de fatores
anticoagulantes (PS, PC e AT) e mutacfGes em fatores codificadores de genes pro-
coagulantes (Fator V de Leiden, mutacdo do gene G20210A da Protrombina). E a
combinacdo de fatores de trombofilia adquirida e hereditaria geram o0s casos
conhecidos como trombofilia mista (BRUM, et al., 2019).

Os defeitos tromboticos causam também complicacdes obstétricas, como
dificuldade para engravidar, gestacbes complicadas, retardo do crescimento fetal,
abortos espontaneos. A investigacdo laboratorial deve ser realizada em todas as

situagbes mencionadas acima (D’AMICO, 2003).

4.1.2 Patofisiologia

Na presenca de uma leséo tecidual, por meio dos mecanismos que atuam no
centro vasomotor, ocorre uma vasoconstricdo na regido para que tenha uma
diminuicdo do fluxo sanguineo no local e a formacdo do coagulo para que possa
manter 0 mecanismo de vasoconstricdo. Os componentes que compde a manutencao
da hemostasia sdo: as plaquetas, proteinas da coagulacdo e fibrindlise, os
anticoagulantes naturais (FRANCO, 2001; HOFFBRAND; MOSS, 2013).

A triade de Virchow é constituida por trés pilares: alteracdo na parede vascular,
alteracdo do fluxo sanguineo e alteracdo no sangue. Com isso, qualquer alteracéo
nesses trés pilares pode levar a um desequilibrio e desenvolvimento de um estado
trombético (MAILUF-CRUZ; ESPINOSA-LARRANAG, 2007).

Os trombos podem ser formados tanto em artérias, como em veias. O trombo
arterial é composto principalmente por plaquetas que apresentam uma discreta malha
de fibrina, conferindo assim um aspecto de “trombo branco”. J4 o trombo venoso é
comum que se forme nos vasos que apresentam uma velocidade e pressao baixa, por
exemplo, quando formado nos membros inferiores € comum que o trombo se forme
ao redor das véalvulas venosas (MAJLUF-CRUZ; ESPINOSA-LARRANAG, 2007).
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4.1.2.1 HEMOSTASIA NORMAL

A hemostasia pode ser definida como o processo fisiolégico em que o principal
objetivo € a manutencao da integridade vascular e da fluidez do sangue apés uma
lesdo vascular, permitindo assim o equilibrio do sistema circulatério. A partir disso,
podemos dizer que é um processo em que ocorrem interacdes complexas entre 0s
vasos sanguineos, plaquetas, proteinas da coagulacéo e o sistema fibrinolitico, o que
leva a formacé&o do coagulo sanguineo e posteriormente a dissolugdo do mesmo apos
reparo da lesao vascular (RODRIGUES, et al., 2012).

A sequéncia de eventos seguintes que contribuem com a fungcéo da hemostasia
sdo: vasoconstrigdo transitoria e agregacao plaquetaria, para formacao de um tampao
de plaquetas no local da lesdo (hemostasia primaria); coagulacao, com o objetivo de
formar uma malha de fibrina (hemostasia secundaria); fibrindlise, para assim remover
as plaquetas e o tampao de fibrina (retratacdo do trombo); e reparo tecidual no local
da lesdo (PRADO, et al., 2014).

A primeira proposta sobre a cascata da coagulacdo descrevia que a ativagéo
da coagulacao ocorria por meio de uma sequéncia de fatores que envolviam ativacéo
proteolitica, ativacdo de zimogénios até chegar na formacdo da trombina e essa
converter o fibrinogénio em fibrina. A cascata era dividida didaticamente em via
extrinseca e intrinseca, uma divisdo que ndo acontece in vivo (MACFARLANE, 1964).

No modelo mais atual que descreve a coagulacéo, diz que esse processo se
inicia com a exposicdo do Fator Tecidual (FT) que esta presente nas membranas das
células do endotélio, e tem estudos que mostram a presenca do FT nas
microparticulas provenientes da fragmentacdo da membrana de varios tipos de
células como, por exemplo, as plaquetas. Nesse modelo a cascata é dividida nas
seguintes fases: iniciacdo, amplificacao, propagacéo e finalizacdo (FERREIRA, et al.,
2010).
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Figura 1: Modelo da coagulacdo baseado em superficies celulares
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Fonte: Adaptada de Vine, 2009.
Nota: Recent advances in haemostasis and thrombosis. Representacdo do modelo da coagulagédo

baseado em superficies, compreendendo as fases de iniciagdo, amplificacao e propagacao.

A Fase de Iniciacdo ocorre quando o FT é exposto no sitio da lesdo e se liga
ao FVII (FVlla), que esta presente no sangue, formando o complexo FVIla/FT que é
responsavel pela ativagdo de pequenas quantidades de FIX e FX (FIXa e FXa). A
ativacdo de pequenas quantidades de FX quando associado ao seu cofator pode
ativa-lo (FVa) formando o complexo protrombinase da célula que esta expressando o
FT. O FVa é importante para que o complexo protrombinase consiga converter
pequenas quantidades de protrombina em trombina, essencial para a fase seguinte,
a Fase de Amplificacdo (FERREIRA, et al., 2010; SMITH; TRAVERS; MORRISSEY,
2015).

As pequenas quantidades de trombina formadas na fase anterior conseguem
interagir com as plaquetas e o complexo FVIII/FYW. A interacdo com as plaquetas
permite a alteragéo da permeabilidade de suas membranas permitindo a entrada de
ions de célcio e a saida de substancias quimiotaticas que atraem os fatores de
coagulacao para a liberacéo do FV que se encontra parcialmente ativado. Em relacao
ao complexo FVIII/FVW, a trombina formada consegue dissociar esse complexo
liberando o FYW para que possa mediar a agregacao plaquetaria no local da leséo
(FERREIRA, et al., 2010).
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A Fase de Propagacdo € marcada pelo recrutamento de uma grande
guantidade de plaquetas para o local da leséo, e pela formacgéo dos complexos tenase
e protrombinase na superficie das plaguetas ativadas. O FIXa que foi ativado na Fase
de Iniciacdo consegue se ligar ao FVllla na superficie das plaquetas formando o
complexo tenase. Uma vez que o FXa ndo pode ser transferido com éxito das células
gue expressam FT para as plaquetas ativadas, ele deve ser produzido diretamente na
superficie dessas plaquetas a partir do complexo FIXa/FVllla. Rapidamente, o FXa se
associa ao FVa, que esta ligado a plaqueta durante a fase de amplificacédo, formando
o complexo protrombinase (FERREIRA, et al., 2010). Esse complexo ir4 converter
grandes quantidades de protrombina em trombina e conseguira por sua vez clivar o
fibrinogénio em mondmeros de fibrina consolidando assim, o tampédo plaquetéario
inicial (OVERBAY; JONES; ROBINSON, 2014).

A Ultima das fases é a de Finalizacdo, sendo a responsavel para que se evite
uma oclusdo em um local que ndo seja no sitio onde se encontra a leséo
(MCMICHAEL, 2012). Para isso € necessario a participacdo dos anticoagulantes
naturais: TFPI, PC, PS e AT (FERREIRA, et al., 2010).

4.1.2.2 ANTICOAGULANTES NATURAIS

O TFPI é uma serina protease, possui duas isoformas principais, TFPIla e a
TFPIB, que tém a capacidade de inibir o FVIla e o FXa, respectivamente. Ambas as
isoformas apresentam expressao diferencial em plaquetas e células endoteliais, 0
TFPla é secretado a partir de células endoteliais e plaquetas ativadas. Ja o TFPIf é
expresso por células endoteliais, e ndo esta presente nas plaquetas (PETERSON;
MARONEY; MAST, 2016). O TFPIla produz uma inibicdo especifica da isoforma da
protrombinase durante o inicio da coagulacdo, uma atividade anticoagulante que
necessita de uma interacdo exossitio entre seu C-terminal basico e uma regido acida
no dominio FvVa B (WOOQOD, et al., 2014).

A AT é um dos inibidores mais importantes das proteases da coagulacéao.
Circula no plasma principalmente na forma a-AT, que € responsavel por transportar
carboidratos nos locais de glicolisacdo (REZAI; GIRI, 2020). E um inibidor da serina
protease (serpina) que inativa fisiologicamente a trombina (Flla) e o FXa, e em menor
grau os fatores 1Xa, Xla, Xlla, ativador do plasminogénio tecidual (tPA), uroquinase,
tripsina, plasmina e calicreina (PATNAIK; MOLL, 2008). E uma glicoproteina
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sintetizada nos hepatoécitos e pelas células endoteliais (HATWIG, 2016). O gene
SERPINCL1, é o que codifica a AT e esta localizado no cromossomo 1g23-25, contendo
7 éxons e 6 introns e abrange 13.477 pares de base (PATNAIK; MOLL, 2008).

Sua acao € potencializada pela heparina e em muitas vezes sendo referida
como um cofator para a mesma, entretanto como a heparina livre ndo estd em
circulacdo em condicbes normais, € pensado no sulfato de heparan localizado no
endotélio vascular (HATWING, 2016; PATNAIK; MOLL, 2008).

A PC é uma glicoproteina do tipo serina, sintetizada principalmente no figado,
e dependente da Vitamina K, possui um tempo de meia vida de aproximadamente 6
horas. O gene da PC esta posicionado no cromossomo 2q.13-14, e consiste em nove
éxons (1790bp), oito dos quais codificam a proteina (COOPER; HILL; MACLEAN,
2012). No plasma, circula na forma de zimogénio e para sua ativacao € necessario a
presenca de trombina, calcio e fosfolipideos, podendo ser inibida pelo inibidor de PC
e a-1 antitripsina (ZAMORA-GONZALEZ; AGRAMONTE-LLANES;
RODRIGUEZOPEREZ, 2013).

A ativacao da APC que ocorre pela trombina apos a clivagem da cadeia pesada
e exposicado da trombomodulina na superficie das células endoteliais. A APC forma
um complexo PC-PS, que seria seu cofator, esse complexo inativa os FVa e FVllla,
pois esse complexo exerce uma acao proteolitica nos FVa e FVllla (HATWIG, 2016;
STOJANOVSKI, et al., 2020).

A APC além de inativar os FVa e FVllla, diminui a atividade do inibidor do
ativador do plasminogénio 1 (PAI-1), sendo esse o principal inibidor da fibrindlise, e
gue, quando é ativado, liga-se com a APC, formando um complexo que interage com
a fibrina para bloquear a liberacédo de PAI-1 do endotélio (DINARVAND; MOSER, 2019;
ZAMORA-GONZALEZ; AGRAMONTE-LLANES; RODRIGUEZOPEREZ, 2013).

PAI-1 é uma glicoproteina de cadeia simples, seu gene esté localizado no
cromossomo 7q (GILS; DECLERCK, 2004). E identificado em células endoteliais,
células musculares lisas, adipécitos, células do baco e células do hepatdcito. Nao €
armazenado no interior das células, exceto nas plaquetas, que contém a forma inativa
de PAI-1. A expressédo da PAI-1 é induzida por toxinas, TNF-a, TGF-B e outros fatores
de crescimento, citocinas, insulina e outros hormaonios (LIU, 2008).

Apos sua liberagdo na corrente sanguinea, o PAI-1 estard presente em uma

forma ativa ou ainda complexado com o tPA. O tPA é considerado o ativador primario
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da fibrindlise, onde ele se liga a fibrina e converte o plasminogénio em plasmina
presente no coagulo (IANNINI, 2008).

Nos vasos sanguineos, o PAI-1 bloqueia a geracdo de plasmina dependente
de tPA e a degradacéao de coagulos de fibrina (IANNINI, 2008).

Figura 2 — Ativagéo da PC

INATIVACAO DE
FVa E FVllla

\ FVeFVII

APC o

CO FATORES
.| PROTEICOS

CO FATORES
LIPIDICOS }2585353002

MEMBRANA CELULAR ENDOTELIAL
Fonte: Adaptado de Griffin et al., 2007

Nota: A figura 2 representa a ativacao da PC, que ocorre pela clivagem de um peptideo da cadeia

pesada em Argl69 e a ativacdo completa quando a PC passar a ter a capacidade de se ligar a
trombina, ao receptor da PC das células endoteliais (RPCE), a trombomodulina (TM), ao calcio e
aos fosfolipideos. Apds ser ativada, a APC é liberada do RPCE e se combina com a PS na
superficie endotelial formando o complexo PS-PC. Esse complexo é capaz de degradar os FVa e
FVllla.

A PS é uma glicoproteina, também dependente de Vitamina K, é sintetizada
principalmente no figado na forma de zimogénio e atua como cofator da PC na
regulacdo dos FVa e FVilla (ZAMORA-GONZALEZ; AGRAMONTE-LLANES;
RODRIGUEZOPEREZ, 2013). O gene que a codifica esté localizado no cromossomo
3p11.13911.2 (HATWIG, 2016). A PS no plasma circula fracionada em uma fracéo
ligada (complexada com uma proteina do complemento, C4b) e uma fragdo néo ligada
(PS livre), em individuos normais a PS livre corresponde a 40% da PS plasmética total,
enquanto os 60% restantes estdo ligados ao complemento (MARLAR; GAUSMAN,
2011).

A PS funciona tanto como um fator antitrombético que age por mecanismo

dependente de APC, quanto por um mecanismo independente de APC, sendo que
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seu papel final é regular a trombina. O mecanismo dependente funciona com a PS
livre como um cofator que aumenta a atividade da APC na degradacdao proteolitica do
FVa e do FVllla. (MARLAR; GAUSMAN, 2011).

Ja seu mecanismo independente, pode inibir diretamente a ativacdo do FX e
da protrombina, servir como um cofator para funcdo do TFPI e ainda aumentar a
fibrindlise, diminuindo o inibidor fibrinolitico ativado por protrombina (MARLAR,;
GAUSMAN, 2011).

Na presenca de fosfolipidios, tem um aumento na taxa de inativacéo do FV de
coagulacdo que foi ativado pela APC, mas nao possui poder anticoagulante,
apresenta também independéncia a APC na capacidade de reduzir diretamente a
degradacao dos Fll e FV por meio da ligacdo dos FVa, FVllla e FXa (JOHNSON;
MUREEBE; SILVER, 2005).

A PT é sintetizada no figado, com a presenca de vitamina K, é a precursora da
trombina, onde no final da cascata de coagulacdo induz a formacao da fibrina.
Participa também da regulacdo da coagulacdo, onde ao se ligar a trombomodulina,
ativa o sistema da PC (HATWIG, 2016).

4.1.3 DEFICIENCIA DE ANTICOAGULANTES NATURAIS HEREDITARIOS

4.1.3.1 Antitrombina

A deficiéncia de AT pode ser hereditaria ou adquirida. As adquiridas podem
gerar uma producéo prejudicada do funcionamento de AT, perdas de proteinas ou
resultar em um consumo acelerado (BAUER, 2021).

Podemos afirmar que a deficiéncia adquirida apresenta uma reducéo na
concentracdo de AT no sangue, estando associada a outros fatores como: alteracéo
nos fatores proé-coagulantes e anticoagulantes (BAUER, 2021).

Enquanto a hereditaria, que € a maioria dos casos, é herdada de forma
autossdmica dominante e esta associada a um aumento de 5 a 50 vezes no risco de
TVP (KHOR; VAN COTT, 2010).

Pode ser dividida em 2 tipos: Tipo | e II. A tipo | (quantitativa) é caracterizada
pela diminuigéo da atividade da AT e dos niveis de antigeno. E comum ser causada

por delecdes e insercdes curtas no gene. As delecbes podem variar de 1 a 30 pares
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de genes que estdo espalhados ao longo do mesmo, tendo enfoque nos codons:
244/245, 81 e 106/107 (PATNAIK; MOLL, 2008).

Enquanto a do Tipo Il (qualitativa) apresenta uma producdo de proteina com
funcao diminuida. O tipo Il pode ser subdividido em 3 subtipos: defeito do sitio reativo
(RS), defeito do sitio de ligacdo a heparina (HBS) e mutacfes de efeito pleiotropico
(PE), que é um defeito combinado de RS e HBS (KHOR; VAN COTT, 2010). O RS
ocorre por variantes com uma atividade diminuida em ensaio funcionais de AT,
geralmente apresenta mutacfes proximas ao sitio de ligacdo da trombina na
extremidade C-terminal da molécula (BAUER, 2020).

Ja o HBS, acontece a partir de defeitos no sitio de ligacdo da heparina, onde
esses defeitos estdo associados a um risco baixo de complica¢cdes tromboembdlicas
em comparacao com outros defeitos de AT. Os individuos afetados geralmente tém
medicdes da atividade do cofator AT-heparina no plasma por volta de 50% e atividade
AT normal (BAUER, 2020).

O terceiro subtipo de mutacéo, PE, envolve uma mutacdo na extremidade C-
terminal da molécula de AT entre o aminoacido 402 a 429. Essas mutac¢des produzem
alteracdes conformacionais na proteina e podem apontar varios defeitos, incluindo
reducgdes na ligagao da heparina e na atividade AT progressiva (BAUER, 2020).

A AT circula em uma forma que possui baixa atividade inibitoria. O efeito
anticoagulante que ela possui é aumentado cerca de mil vezes na presenca de
heparina e outros glicosaminoglicanos semelhantes a heparina, como sulfato de
heparan. A heparina livre ndo esta presente na circulagdo em circunstancias
fisiolégicas normais, é pensado que o sulfato de heparan localizado no endotélio
vascular fornece o estimulo para este mecanismo acelerador. O uso de heparina de
modo terapéutico como anticoagulante funciona pela potencializacao da AT enddgena
(NUGENT, 2000).

Ja a deficiéncia homozigota € uma forma mais rara e na maioria das vezes
pode levar a morte do feto. (PATNAINK; MOOL, 2008).
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Figura 3 — Modelo simplificado de como a heparina catalisa a formag¢&o do complexo
trombina-antitrombina.
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Fonte: adaptado de Chromogenix, 1995

Nota: AT (antitrombina), lla (trombina), H (sitio de liga¢@o da heparina), R (sitio reativo), P (segmento
de ligagdo a antitrombina). Na parte 1 daimagem demonstra a ligagéo do lla no sitio R da AT, formando
um complexo irreversivel. Na parte 2 da imagem podemos observar a ligagéo da regido H no P levando
mudanca conformacional na AT facilitando a reacdo com a lla. A afinidade da heparina com o complexo
trombina-antitrombina (TAT) € muito menor que a AT livre, apés a ligacédo, a heparina se dissocia do
complexo e é removido da circulacéo pelos receptores do figado.

4.1.3.2 Proteina C

A deficiéncia da Proteina C (PC) pode ser de origem hereditaria ou adquirida,
e apresenta diversas manifestac¢des clinicas, desde assintomatico a um risco de vida,
como o desenvolvimento de uma TEV (DINARVAN; MOSER, 2019).

A deficiéncia hereditaria € causada por uma mutacao do gene PROC, que esta
localizada no cromossomo 2g14.3 e inclui nove éxons. Pode ser heterozigota ou
homozigota, sendo que a maioria dos pacientes apresentam a forma heterozigota, que
consiste em sintomas clinicos mais leves, pois ainda € encontrada 50% de
funcionamento da PC (DINARVAN; MOSER, 2019).

Pacientes que apresentam a deficiéncia de forma grave, € devido a um disturbio
autossémico dominante causado por homozigose ou heterozigose composta, para a
mesma mutacédo, geralmente manifestando com purpura fulminante e CIVD grave no
periodo neonatal combinada com TEV (XIE; LUI; CHEN, 2017).
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A maioria das deficiéncias de PC que sao de origem hereditaria, sdo causadas
por uma série de mutacdes que alteram uma Unica base, resultando em alteracdes
gue acometem o splicing e a regulacdo do gene (COOPER; HILL; MACLEAN, 2012).

As mutacdes hereditarias que resultam na deficiéncia da PC podem ser
divididas em: Tipo | que se caracteriza por niveis reduzidos da atividade, um defeito
guantitativo que € consequéncia das dele¢des ou das mutacdes sem sentido do gene
(KOTTKE-MARCHANT; COMP, 2002); Tipo Il que se caracteriza por uma diminuicdo
da atividade, defeito qualitativo caracterizando uma mutacdo do tipo missense
(COOPER; HILL; MACLEAN, 2012; KOTTKE-MARCHANT; COMP, 2002). O Tipo Il
pode ainda ser subdividida em lla e IIb, onde a lla apresenta reducdo das atividades
amidolitica e anticoagulantes, e a llb apresenta atividades de anticoagulantes
reduzidas com a atividade amidolitica normal (CHEN, et al., 2017; PADDA; PATEL,;
RIDHAR, 2022).

4.1.3.3 Proteina S

A deficiéncia da PS pode ser hereditaria ou adquirida. A deficiéncia hereditaria
€ de carater autossébmica dominante, e a sua forma heterozigota causa uma
deficiéncia de carater leve, enquanto a homozigota apresenta manifestacbes mais
severas (TEN KATE; VAN DER MEER, 2008; GUPTA; TUN; TUMA, 2019).

Os pesquisadores identificaram 2 genes para a PS humana e ambos estdo
relacionados ao cromossomo 3p11.13g11.2. Um gene € o ativo, PROSb (PROS1) e 0
outro, PROSa, seria um gene nao funcional classificado como pseudogene, pois
contém varios erros de codificacdo. (CHISTI, et al., 2016)

As mutacdes hereditarias podem ser divididas em 3 tipos: Tipo | € caracterizada
pela diminui¢cdo do antigeno PS total e do PS livre; Tipo Il (também conhecida como
lIb) & caracterizada pelos niveis normais do antigeno, mas possui uma atividade
reduzida do PS pelo PS disfuncional no plasma; Tipo Il (também conhecida como lla)
€ caracterizada por baixos niveis de PS livre e concentracdes plasmaticas normais de
PS total (GARCIA DE FRUTOS; FUERTES-PRIOR; BERGONA HURTADO, 2007).
Os Tipos | e lll sdo defeitos quantitativos enquanto o Tipo Il € considerado um defeito
qualitativo (TEN KATE; VAN DER MEER, 2008).

Fatores ambientais podem induzir a uma deficiéncia adquirida de PS, doenca

hepatica grave, sindrome nefrética maligna, deficiéncia grave de vitamina K (na
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maioria das vezes induzida pelo uso de antagonistas da vitamina K), uso de
contraceptivos orais e gravidez, sendo que os dois ultimos fazem com que ocorra uma
diminuicdo na atividade da PS ocasionada pelo excesso de estrogénio (abundante
nesses casos). (KEMKES-MATTHES, 1992; MIDDELDORP; VLIEG, 2008).

Figura 4 — Inibidores da coagulacéo

FT . v
TFPI +| { Va N
Iniciagdo vita Xa Complexo Inlbldoreswda
TFPI Protrombinase Coagulacdo
AT |Ixa 1X
: fa_
_,.,--"'”- \ T Trombina
s p
g 72 - R s
Amplificagdo Pse PC ¢ \".\). PS e PCJ{ \ /}""“ﬁ\
VBE VI + FvW Y N AT LY !
’ AN Xla XI
. N\
f Va I W i
: , ~ IXa X
: N )
Xa ._ ¥a — Xa  T—hhe Trombina
Complexo + [ 1 —
Tenase lal'
Propagagéo b \ s 1
Ty Fibrina Fibrinogénio

Fonte: adaptado de Vine, 2009
Nota: Representacédo dos inibidores da coagulacdo em cada fase, a localiza¢&o do bloqueio e o

anticoagulante que atua.

4.1.4 Mutacdes em Fatores de Coagulacao

4.1.4.1 Fator V de Leiden

O Fator V de Leiden (FVL) é o resultado de uma mutacdo pontual no
nucleotideo 1691, onde tem a substituicdo da Arginina pela Glutamina no aminoacido
506, que inicialmente foi conhecida como resisténcia a APC pelo fato da APC ser
reduzida em um ensaio de TTPa (BAUER, 2021). A clivagem e inativacdo do FVa em

FV é feita de forma insatisfatoria, levando ao acumulo e consequentemente
aumentando o risco de trombose (GODOQY, 2005).
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O FVL na forma heterozigota, esta presente em cerca de 5% da populacao
caucasiana e na forma homozigota ocorre em 1:5000. O risco de trombose aumenta
de 3 a 7 vezes nos individuos heterozigotos e 80 vezes para os homozigotos (VAN
COTT; KHOR; ZEHNDER, 2016).

FIGURA 5 — Efeito do FLV na interacdo com a APC
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Fonte: adaptado de Niewiadonski, 2015

NOTA: Representacéo da ligacdo normal da FV com APC, e demonstragéo de como acontece quando

ocorre mutagéo e a FVL se liga a APC.

4.1.4.2 Mutagao do Gene G20210A da Protrombina

A Protrombina (PT) tem um papel importante na cascata da coagulacao pois é
ela a precursora da trombina. A PT é sintetizada no figado e possui uma meia vida de
aproximadamente 60 horas. A mutacdo no gene da Protrombina (PTM) é
caracterizada por uma variacdo genética na regidao 3’UT (untranslated), sendo o
resultado da substituicdo da Guanina pela Adenina na posicdo 20210 no gene
(BAUER, 2021; NIEWIADONSKI, 2015).

A PTM é o segundo polimorfismo protromboético adquirido mais frequente na
populacdo feminina, e na populacdo geral, responsavel por 5% do desenvolvimento
de TEV (DZIADOSZ; BAXI, 2016).
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Individuos heterozigotos apresentam um risco de quase 3 vezes maior de TEV,
ja nos homozigotos o0 risco € muito baixo, podendo apresentar varios tipos de
manifesta¢des clinicas (SHEMESH, et al., 2017).

4.2 Epidemiologia

A etiologia da trombose é multifatorial, e a presenca de uma alteracéo
laboratorial genética ou adquirida € apenas um dos diversos fatores que determinam
seu risco, tendo uma prevaléncia baixa na populagdo geral (NASCIMENTO, et al.,
2019).

O processo de envelhecimento em humanos € acompanhado por modificacdes
no sistema de coagulacéo, o que se explica o maior risco de trombose em pessoas
mais idosas. A concentracéo de alguns fatores de coagulagao, como: FV, FVII, FVIII,
FIX e fibrinogénio, caem progressivamente conforme a idade (MARTINELLI,
BUCCIARELLI, MANNUCCI et al., 2010).

Em 1993 foi descrito por Dahlback et al. uma nova e mais frequente trombofilia
chamada de Resisténcia a proteina C ativada (RPCa), que em 95% dos casos é
decorrente de um defeito genético especifico e hereditario, a mutacdo Guanina-
Arginina no nucleotideo 1691 no gene do FV, sendo a mutacdo FVL (MARQUES, et
al., 2009).

Antes da descoberta dessa resisténcia o fator de risco hereditario era
detectavel em uma porcentagem muito pequena de pacientes (5-15%) (BAUER, 2003).

Com a descoberta de 2 mutacdes, a 1691 no gene do FV e a G20210A no gene
da protrombina, houve um aumento significativo na comprovacdo de diagndstico
etiolégico de eventos de tromboembolismo e também um estimulo para determinacéo
de uma padronizacao na investigacdo da etiopatogenia desses episddios (MARQUES,
et al., 2009).
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Quadro 1 - Prevaléncia de trombofilia e risco relativo estimado para varias
manifestac@es clinicas

FVL PTM Deficiéncia Deficiéncia Deficiéncia
G20210A de PC de PS de AT
Prevaléncia na
populacédo 3-7% 0,7-4% 0,20% 0,03-0,13% 0,02%

geral

Prevalénciaem
pacientes com 20% 5% 3% 2% 1%
TEV recorrente

Risco relativo
para primeiro

b 3-5% 2-3% 4 —-6,5% 1-10% 5-10%
episddio de
TEV
Risco relativo
de TEV 1,40% 1,40% 1,4-1,8% 1,0-1,4% 1,9-2,6%

recorrente
Fonte: adaptado de Brasil, 2019

Nota: Exames diagnosticos para a trombofilia de gestantes.

4.3 Diagnéstico de Trombofilia

Um dos aspectos laboratoriais que podemos incluir para o diagnostico séo:
hemograma completo, permitindo o rastreio de sindrome mieloproliferativa; TP, TTPa
e pesquisa de anticoagulante lupico; Tempo de trombina (TT) e fibrinogénio, para
rastreio de patologia do fibrinogénio e Dimero-D (FONSECA; AMARO, 2008).

Individuos que apresentam um histérico de TEV na familia e que apresentem
uma baixa responsividade do anticoagulante APC é indicado que faca um ensaio de
resisténcia APC, que é um teste de triagem, ou uma analise do DNA onde seria uma
investigacdo molecular pelo método NGS, onde consiste na identificacdo da mutacéo
FVL (KUJOVICH, 2011).

Para a identificacdo da deficiéncia da PC, existem dois principais testes: o teste
de antigeno e o ensaio da atividade de PC (cromogénicos ou coagulos). Ambos os
testes utilizam o plasma coletado nos tubos de citrato de s6dio (DINARVAND; MOSER,
2019).
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J& as dosagens dos fatores genéticos, como FVL e PTMG2021A, podem ser
realizados a qualquer momento visto que ndo sofrem intercorréncias dependendo da
fase aguda ou do uso de anticoagulante (NASCIMENTO, et al., 2019).

O diagnostico da deficiéncia da PS é mais dificil e comum de se obter um
resultado falso-positivo. Para diminuir a quantidade de falsos-negativo € recomendado
gue as amostras de plasma devam ser coletadas apos a interrupcao do tratamento
gue o paciente estiver recebendo. Existem dois tipos de ensaios para a deteccao da
deficiéncia da PS: ensaio imunoldgico e o0 ensaio de coagulacdo (TEN KATE; VAN
DER MEER, 2008).

A deteccéo da mutacdo da AT pode ser feita por meio de dois tipos de ensaios:
o antigénico e o funcional. Para o teste inicial, é recomendado que se faga o ensaio
funcional e se o teste apresentar resultado baixo, é feito um ensaio imunolégico para
diferenciar as deficiéncias do tipo | e Il. Posteriormente é feita analise de DNA para a
identificacdo o tipo de mutacdo do gene SERPINC1 (BRAVO-PEREZ; VICENT;
CORRAL, 2019).
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Fluxograma 1 — Quando testar o paciente para a trombofilia
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Fonte: Adaptado de Connors, 2017

4.3.1 Diagnéstico Clinico

O exame fisico € um dos mais importantes para a conducédo do diagndstico de
trombose, ainda mais se for um paciente ambulatorial/lemergéncia, o quadro clinico
pode consistir em: dor, edema, dilatacdo do sistema venoso superficial, cianose,
aumento da temperatura, empastamento muscular e dor a palpagdo. Nenhuma
avaliacdo clinica isolada é suficiente para o diagnostico ou descarte de TEV, sendo
assim, é recomendado pela literatura a anamnese e o exame fisico em conjunto com
a realizacdo de testes laboratoriais e exames de imagem (GIANNINI; ROLLO;

MAFFFEI, 2005; PRESTI, et al., 2015).
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O Escore de Wells é um modelo de predi¢do clinica, baseado em sinais e
sintomas, fatores de risco e diagndsticos alternativos, estimando a probabilidade pré-
teste para TEV (PRESTI, et al., 2015).

Quadro 2 — Modelo de predicdo proposto por Wells

Caracteristicas clinicas Escore
Malignidade 1
Suspeita de TEV 3
Imobilizacdo (> 3 dias) ou cirurgia maior (até 4 15
semanas) ’
Frequéncia cardiaca > 100 bpm 15
TEV ou EP prévia 15
Hemoptise 1
Escore Interpretacao do risco

0-2 pontos Baixa

3-6 pontos Moderada

>6 pontos Alta

Fonte: adaptado de André, 2004.

Esse escore deve ser usado em combinacdo a meios de diagnésticos
adicionais, como Ecodoppler Colorido (ECD) associado a compressao de todo trajeto
venoso troncular do membro inferior (pacientes de alto escore) e a mensuracao do
dimero-D (pacientes com baixo escore) (PRESTI, et al., 2015).

O Dimero-D pode ser usado como diagnéstico, visto que € um dos produtos de
degradacéo da fibrina, e esta presente em qualquer situacédo na qual ha formacéo e
degradacao de um trombo. Ndo é um marcador sensivel de TEV, sua especificidade
€ relativamente baixa (50%), dado que pode ser positiva numa multiplicidade de
patologias com componente inflamatério associado (PRESTI, et al., 2015).

Seus resultados séo divididos em grupos: negativo (< 350 ng/mL), intermediario
(351 — 500 ng/mL) e positivos (> 500 ng/mL). A dosagem deve ser medida apenas em
pacientes com baixa probabilidade clinica para TVP (com base no Escore de Wells),

uma vez que o teste néo é especifico (PRESTI, et al., 2015).
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A determinacao do Dimero-D pode ser feita por meio do método de ELISA, mas
ha fatores que podem influenciar nos valores presentes no plasma como: o tempo de
evolucao da doenca, o proprio sistema de anticoagulacéo do paciente, localizacdo do
trombo e comorbidades (SOTO; MONREAL, 2005)

Fluxograma 2 — Dimero-D, em que situacBes deve-se fazer o teste?

g %
Suspeita I
de TEV

\
Probabilidade

dinica Score de Wells,
. >
—
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Fonte: Adaptado de Valim, 2020

Nota: Cut-off: 500ng/mL, de acordo com o artigo, pois é utilizado Unidades Equivalentes de Fibrinogénio
(FEU), que seria um valor de corte universal para excluséo de TEV, entretanto ndo séo todos os testes
gue utilizam esse valor. De acordo com o fabricante do teste o valor pode ser outro, como por exemplo
250ng/mL que considera esse valor a partir de unidades de Dimero-D (DDU).

FEU: relata os niveis de Dimero-D com base no peso molecular do fibrinogénio (340kDa)

DDU: relata os niveis de Dimero-D com base no seu préprio peso molecular (195kDa), cerca de metade
do fibrinogénio
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O ECD é o método mais frequente utilizado para o diagnéstico em pacientes
sintomaticos. Utiliza a ultrassonografia em tempo real para avaliacdo de auséncia ou
presenca de compressibilidade das veias. Avalia também a anatomia, fisiologia e as
caracteristicas do fluxo venoso. E menos indicado para avaliacdo em veias distais,
veias de membros superiores e em pacientes assintomaticos (PRESTI, et al., 2015).
Possui uma especificidade muito proxima dos 100% em doentes sintomaticos, e uma
sensibilidade entre 90-98% para o setor proximal (eixo iliaco-femoral) (ALVES;
AMEIDA; BALHAU, 2015)

Outro exame considerado padrdo-ouro para o diagnéstico de TEV, é a
Venografia com contraste. Usada quando os demais testes ndo sao capazes de definir
o diagnostico. (PRESTI, et al., 2015)

E importante ressaltar que na parte clinica, os testes considerados anormais
devem ser repetidos entre 4 e 8 semanas de intervalo, e o diagndstico de trombofilia
S0 € considerado se houver ao menos 2 ou 3 testes subsequentes positivos. (HART;
LINNEMANN, 2019).

Quadro 3 - Resumo das recomendac¢des para a realizacao dos testes para trombofilia

RECOMENDACAO EXPLICACAO
Teste ao término da terapia

anticoagulante para TEV provocado;
para TEV nao provocado, teste apos o
N&o testar no momento do evento tratamento para evento agudo se a
de TEV interrupcao da terapia anticoagulante for
considerada e os resultados do teste
puderem mudar a estratégia de

gerenciamento

Testar quando o AVK for interrompido

. _ por pelo menos 2 semanas, quando o
N&o testar enquanto o paciente . .
_ _ DOAC for interrompido por pelo menos
estiver recebendo terapia ) . )
_ 2 dias (de preferéncia para mais) e HNF
anticoagulante .
ou HBPM para niveis de AT forem

interrompidos por mais de 24 horas
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RECOMENDACAO

EXPLICACAO

Nao testar se o TEV for provocado

por fortes fatores de risco

Fatores de risco fortes: trauma forte,
cirurgia de grande porte, imobilidade,

doenca grave

Considere fazer o teste

Considerar o teste em pacientes nos
quais o TEV ocorrer em uma idade
jovem em associagao com fatores

desencadeantes fracos ou um histérico
familiar de TEV ou em pacientes com

TEV recorrente

Identifigue os objetivos do teste

Identificar metas para auxiliar na
tomada de decisao sobre a futura
profilaxia da TEV, orientar testes de
familiares (especialmente em relacdo ao
risco associado a COC ou gravidez e
familiares do sexo feminino) e
determinar a causa (especialmente para
TEV grave, TEV fatal em familiares, ou
TEV em local incomum));

Os resultados dos testes sozinhos n&o
devem ser usados para a tomada de
deciséo sobre a duracéo da terapia

anticoagulante

Fonte: Adaptado de Connors, 2017

Nota: COC: Contraceptivos Orais Combinados; DOAC: Anticoagulante Oral Direto; HBPM: heparina de
baixo peso molecular; HNF: heparina ndo fracionada; AVK: antagonista da Vitamina K
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4.3.2 Diagnostico Laboratorial

Os testes para deteccdo de trombofilias sdo Uteis em casos especificos,
podendo ajudar a elucidar a causa da trombose. As trombofilias a serem identificadas
possuem diferentes tipos de testes e exames para cada uma. (PRESTI, et al., 2015).

Durante a fase aguda da trombose nao € aconselhavel fazer a investigacao
laboratorial de TEV, pois as dosagens da PC, PS e AT podem estar reduzidas nessa
fase da trombose, e nem sempre representando deficiéncia real. (NASCIMENTO, et
al., 2019).

Fluxograma 3 — Rastreio Clinico das Trombofilias

Diagnéstico Clinico

Trombose Primaria

Trombose venosa: .
<50 anos: Necrose cutanea e Trombose ou

Recorréncia familiar- uso de cumarinicos purpura neonatal

Localizagdo incomum;
Gravidez

AVALIACAO DE ROTINA: TTPA, TP, TT, DIMERO-D

. et Deficiéncia AT
Deficiéncia AT, Deficiéncia PC Deficiéncia PC
Deficiéncia PC, Deficiéncia PS
Deficiéncia PS,

Mutacdo de FVL,
Mutac&o da Protrombina

Deficiéncia PS

Fonte: Adaptado de Connors, 2017

Nota: Existe também pacientes que ja sdo tratados com anticoagulantes e ndo apresentam resposta.
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O Ensaio da atividade da PC € baseado no TTPa e TP. O teste cromogénico é
determinado a partir da capacidade da APC de clivar um substrato cromogénico
sintético para que possa liberar esse cromdgeno, que interagem com o sitio ativo da
APC, revelando assim os possiveis defeitos de funcionamento da PC (DINARVAND;
MOSER, 2019).

O ensaio de coagulacéo para a identificacdo da PS, mede a atividade do cofator
do APC. Detectando a presenca da deficiéncia da PS, é feita o PCR para verificar a
mutacéo do gene PROS2 (KATE; MEER, 2008).

O ensaio funcional da deficiéncia da AT é preferivel em hospitais pois tem
menor interferéncia no cofator Il da heparina (segunda serpina anticoagulante que
também inibe a heparina), esse ensaio é baseado em substratos cromogénicos e
avaliam a atividade anticoagulante anti-FXa ou anti-Flla da AT plasmatica. Possui uma
limitacdo, caso seja feito apenas um ensaio ndo sera possivel detectar as deficiéncias
do tipo Il (BRAVO-PEREZ; VICENT; CORRAL, 2019; (HART; LINNEMANN, 2019).

Portanto, se usar como teste inicial o ensaio funcional e obter resultado baixo
é feito um ensaio imunolégico (Western Blot) para diferenciacédo entre as deficiéncias
do tipo | e Il. Posteriormente € feito a analise de DNA para a identificacdo o tipo de
mutacdo do gene SERPINC1 (BRAVO-PEREZ; VICENT; CORRAL, 2019; (HART;
LINNEMANN, 2019).

Os ensaios antigénicos da PC, medem a quantidade de PC, mas nao avaliam
a funcdo da proteina. Nesse ensaio sdo utilizados anticorpos monoclonais ou
policlonais Anti-PC nos meétodos ELISA, eletroimunoensaio ou radioimunoensaios
(DINARVAND; MOSER, 2019).

O método de eletroimunoensaio em gel de agarose, onde ja se tem impregnado
um anticorpo para PC, adicionando-se, posteriormente a amostra do palsma do
paciente a ser testado, e realizar-se a eletroforese; podendo dessa forma, observar o
complexo antigeno/anticorpo se precipitar (KOTTKE-MARCHANT; COMP, 2002;
(DINARVAND; MOSER, 2019).

Ja os métodos de ELISA e radioimunoensaio, quantificam o Antigeno da PC
usando um Anticorpo especifico para a mesma. E utilizado em ELISA um Anticorpo
de captura, direcionado para a PC, sendo imobilizado na superficie de uma placa de
microtitulacdo, onde posteriormente é adicionado o plasma do paciente, as

guantidades de PC sé&o identificadas por meio de um Anticorpo secundario anti-PC
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gue se encontra acoplado diretamente a uma enzima para a detecgdo colorimétrica
(KOTTKE-MARCHANT; COMP, 2002; DINARVAND; MOSER, 2019).

J4 no método de radioimunoensaio, utiliza um principio semelhante ao de
ELISA, diferenciando apenas no Anticorpo, onde € usado um Anticorpo radiomarcado
(KOTTKE-MARCHANT; COMP, 2002).

Ambos os testes sdo mais sensiveis, mesmo quando a deteccao esta abaixo
de 5%, diferentemente do método de eletroimunoensaio onde néo é possivel fazer a
deteccdo em niveis tdo baixos (KOTTKE-MARCHANT; COMP, 2002).

O ensaio imunoldgico para a identificacdo da deficiéncia a PS, determina os
niveis de PS total e livre (KATE; MEER, 2008).

Fluxograma 4 — Rastreio laboratorial da trombofilia

PESQUISADE
TROMBOFILIA

RASTREIO LABORATORIAL

Protrombina

- Ensaio Funcional: - Teste Antigénico: _Tﬁ::;gg;'m - Genotipagem -rt-PCR
_ Ens'a_m Imunoldgico _FElisa - Ensaio de lagio baseaf:lﬂ no DNA - Identificagio dos
- Andlise de DNA - Eletroimunoensaio e - Ensaio funcional AlelosG e A
- Teste Antigénico: - Radioimunoensaio especifico do FVL
- Ensaio de AT - Ensaio da atividade: - PCR em conjunto a
- Cromogénico amplificacio do DNA
- Coagulo

Fonte: Adaptado de Connors, 2017

4.3.3 Diagnoéstico Molecular

A deteccdo da mutacao do FVL pode ser feita por meio de 3 testes laboratoriais:
genotipagem baseada em DNA (determina se a variante G16191A esta presente no

gene do paciente ou ndo), ensaio funcional especifico do FVL (mede a resisténcia a
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APC) e PCR em conjunto com a amplificacdo do DNA e de genotipagem do mesmo,
esse teste confirma a presenca da mutacdo e consegue distinguir se € uma mutacao
heterozigota ou homozigota (HART; LINNEMANN, 2019).

A mutacdo do gene da protrombina G20210A pode ser detectada por meio do
PCR, identificando a Guanina e a Adenina. A troca da Guanina por uma Adenina no
nucleotideo 20210 no gene da trombina caracteriza a mutagcdo (HERKENHOFF, et al.,
2012).

4.4 Tratamento

A anticoagulacao € a base do tratamento para pacientes com TVP, dependendo
apenas de qual o caso de trombofilia. O objetivo principal da anticoagulacédo é a
prevencdo de novas tromboses e complicagdes precoces e tardias no paciente. Os
tratamentos mais utilizados atualmente sdo heparina, antagonistas da vitamina K
(como a varfarina), antagonista do FXa (como a rivaroxabana, apixabana e o
edoxabana) e o inibidor direto da trombina (como dabigatrana) (FERNANDES, et al.
2016) (LIP, HULL, 2022).

A recomendacdo ndo se difere em casos agudos e casos hereditarios de
trombofilia. Apos o diagndstico do episddio trombatico, terapia com heparina deve ser
iniciada e mantida por no minimo cinco dias, e o uso de anticoagulante oral
(antivitaminico-K) iniciado nas primeiras 24 horas, a fim de atingir um valor de INR na
faixa de 2,0 a 3,0 (FRANCO, 2001). A INR (Razdo de Normatizacao Internacional) é
um meétodo utilizado para reduzir uma variacdo dos resultados do TP entre os
diferentes laboratérios (DORGALALEH et al., 2020).

E necessario se atentar a pacientes com deficiéncia de AT pois esses podem
apresentar resisténcia a heparina, necessitando assim de doses mais elevadas para
obter o efeito adequado do anticoagulante. (JUNQUEIRA, et al., 2009)

Em pacientes com deficiéncia de PC deve-se prestar atencdo antes da
utilizacdo de anticoagulantes pois ha ocorréncia infrequente de necrose cutanea
induzida por varfarina, mesmo entre os pacientes com deficiéncia hereditaria de PC
(BAUER, 2003).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Embora a grande maioria das pessoas que ja tiveram trombose com uma idade
abaixo dos 50 anos nunca terem sido diagnosticadas com trombofilia, € importante
frisar que elas possuem algum tipo de trombofilia, entretanto os casos genéticos na
maioria das vezes ndo sao identificados molecularmente e o tratamento € de forma
empirica. No Brasil, realizar os testes comprobatorios de uma deficiéncia relacionada
a trombofilia, € extremamente caro e inviavel, apenas sendo realizadas quando o
paciente vem a ter complicacfes depois de alguns episodios de trombose.

Segundo dados epidemiologicos que foram levantados durante esse trabalho,
podemos considerar que esses valores se distinguem da realidade, pois como existe
uma falha em relacdo a testagem dessas pessoas que ja tiveram eventos trombaoticos
e nunca foram testadas para saber qual tipo de deficiéncia possuem, esses valores
nao condizem com a realidade mundial.

O trajeto realizado nesse trabalho foi a fim de esclarecer quais os meios
utilizados para se investigar pacientes que se encontram nas seguintes situacoes:
pacientes e seus familiares de primeiro grau que tenham histérico de trombose familiar
e pacientes que apresentaram abortos tardios ou precoce de repeticdo. Partindo da
conduta do histérico do paciente, no caso de trombofilia em parentes de primeiro grau
deve-se fazer uma investigacdo em familiares assintomaticos de pacientes que ja
possuem a trombofilia detectada. Em mulheres que apresentam o primeiro aborto é
recomendado que se faca uma investigacao para a causa, mas nao € obrigatorio essa
investigacao.

Foi visto que nos ultimos anos a investigacao da trombose evoluiu, mas que
ainda ndo sao realizados os testes laboratoriais de trombofilia mais frequentes por
conta do custo que é gerado, dificultando o calculo real da estatistica de pessoas que
apresentam o quadro de trombose. Os principais métodos laboratoriais utilizados nos
rastreios da trombofilia sdo: Dimero-D, mesmo que ndao muito sensivel, TTPA, TP, TT
e os testes especificos para as deficiéncias, podendo ser molecular (detectando a
mutacdo do gene) e ensaios imunogénicos e antigénicos, assim avaliando e medindo
a atividade do anticoagulante ou do fator de coagulacéo.

Os meios de rastreio para individuos que ja apresentaram quadro de trombose
sédo eficientes, mas que ainda apresentam um alto custo para a realizacdo dos

mesmos, impede que eles sejam realizados em atendimento, avaliando somente o
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estado clinico no paciente. Pacientes que passam pelo atendimento que
apresentaram alguns desses casos, seria interessante fazer uma investigacdo por
meio dos métodos de rastreio, como por exemplo: se 0 caso de trombose aconteceu
antes dos 50 anos, se ja tem casos na familia, se aconteceu um aborto na primeira

gestacdo, se apresenta necrose cutanea, faz uso de cumarinicos.
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