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RESUMO

A trombofilia € um disturbio hemostatico que pode interferir na implantagao embrionaria e na vascularizagao
placentaria, sendo uma das causas de infertilidade feminina. Em sua forma hereditaria, destacam-se as
mutagdes do Fator V de Leiden (FV G1691A) e Protrombina (G20210A), mais comuns na populagéo
caucasiana. Durante a gestagao, estado de predisposi¢cao a hipercoagulabilidade, sua associagao eleva o
risco de complicagdes, como 6bito fetal intrauterino e morte materna. O diagndstico dessas mutagbes é
realizado através de técnicas de biologia molecular, como PCR (Polymerase Chain Reaction), eletroforese e
digestao enzimatica. Considerando que o Laboratério de Genética Humana da UniCesumar possui vinculo
com o NIS Aclimagéao e ja realiza PCR para outras mutagdes, pretende-se padronizar essa técnica para
deteccao das mutagdes do Fator V de Leiden e da Protrombina. Essa pesquisa € experimental, qualitativa e
segue os critérios do Comité de Etica em Pesquisa. Coletaram-se amostras de swab de mucosa bucal, as
quais foram submetidas a extragdo de DNA, PCR e digestdo com enzimas de restricao; a visualizagédo ocorreu
por eletroforese em gel de agarose. Até o momento, a amplificacdo por PCR foi padronizada com sucesso
para os dois genes, obtendo-se bandas visiveis na eletroforese. No entanto, os testes com enzimas de
restricdo ainda estdo em fase de ajuste. Dessa forma, espera-se validar um protocolo eficaz para o
diagndstico molecular dessas mutagdes em mulheres em investigacao de infertilidade, contribuindo com o
acesso da populagédo a exames diagnésticos de alta relevancia clinica no contexto da saude reprodutiva.

PALAVRAS-CHAVE: Coagulopatias; Esterilidade; Genética Molecular; Trombofilia.
1 INTRODUGAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) a infertilidade afeta cerca de uma
em cada seis pessoas no Brasil, sendo que aproximadamente 8 milhdes de pessoas podem
ser inférteis (Who, 2023). Entre as condigdes que podem aumentar o risco de infertilidade
e comprometer o curso gestacional esta a trombofilia, um disturbio hemostatico que leva a
um estado de hipercoagulabilidade e promove alteragdes no sitio de implantagao
embrionaria, prejudicando eventos criticos como a invasao trofoblastica e a vasculatura
placentaria (Fabregues et al., 2023).

A trombofilia é um fator de risco para abortos espontadneos recorrentes,
especialmente no primeiro trimestre, e devido a gestacdo ser um periodo de
hipercoagulabilidade, sua coexisténcia com trombofilia aumenta o risco de complicagdes,
como obito fetal intrauterino, restricao de crescimento intrauterino, descolamento prematuro
de placenta e morte materna, com tromboembolismo como a principal causa (Mierla et al.,
2012; Nikolaeva et al., 2021; Frabegues et al., 2023).

Essa patologia na forma hereditaria ocorre devido a alteragdes na sequéncia do DNA
em genes envolvidos em diversos processos bioldgicos, como por exemplo os que
codificam fatores da via de coagulagao. Nesse contexto, a alteracao do Fator V de Leiden
(FV G1691A) é a mutagado mais comum causadora de trombofilia na populagédo caucasiana,
seguida pela Protrombina (G20210A) (D’amico et al., 2003; Abukhiran; Jasser; Bhagavat,

Anais Eletronico XIV EPCC
UNICESUMAR - Universidade Cesumar @UniCesumar


mailto:victoriachamarelli@gmaill.com
mailto:ferreira.ana.paula.sa.martins@gmail.com
mailto:mariane.castardo@unicesumar.edu.br
mailto:maria.baldez@docentes.unicesumar.edu.br

0()\ )¢ao Cientifica da UnuCesumar X I V

/o ‘
“Yuoouz 27 a 31 de outubro de 2025

2020; Shibeeb et al., 2024). A mutagdo de ambos os genes deve-se pela troca de duas
bases nitrogenadas, mais precisamente pela substituicdo de uma guanina por uma adenina,
na posigao G20210A na regido 3’ para a Protrombina, e na posi¢cao 1691 do gene no éxon
10 para o Fator V (Poort et al., 1996; Herkenhoff et al., 2022; Shibeeb et al., 2024).

No caso do Fator V ha a troca do aminoacido arginina (Arg) por glutamina (GiIn) na
posi¢ao 506 da proteina, em um dos seus sitios de clivagem, o que leva a uma resisténcia
a acao das proteinas anticoagulantes as quais o Fator V age como cofator, favorecendo a
hipercoagulabilidade por problemas nos mecanismos antitromboéticos (Ong & Bennet,
2022). Em relacao a Protrombina, a presenca do alelo mutado é responsavel pelo aumento
da producdo de mRNA, gerando a elevagcdo dos niveis de Protrombina sérica,
consequentemente elevando o risco de formacgao indevida de coagulos, e predispondo os
portadores a trombose (Poort et al., 1996; McGlennen et al., 2002).

O diagnéstico dessas mutagdes é realizado por meio de procedimentos de biologia
molecular, sendo eles a extragdo do DNA, PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) para
amplificar a regido da mutagao, e digestao por enzimas de restricdo, a qual gera fragmentos
de DNA de tamanhos diferentes em amostras portadoras e nao portadoras da mutacgéao, e
eletroforese em gel para visualizagdo dos fragmentos gerados (McGlennen et al., 2002;
Herkenhoff et al., 2012; Ong & Bennet, 2022).

A Universidade Cesumar possui um laboratério de Genética Humana que tem
parceria com o NIS Aclimagado, e realiza exames dos pacientes para diagnéstico de
infertilidade. Desse modo, é de extrema importancia a padronizacéo deste protocolo para o
exame de deteccdo de mutagao do Fator V de Leiden e da Protrombina, os quais causam
trombofilia, o que pode gerar infertilidade feminina, e desta forma fornecer um melhor
diagnostico aos pacientes.

2 MATERIAIS E METODOS

Esta é uma pesquisa experimental qualitativa, a qual segue os aspectos éticos
estabelecidos pelo Comité de Etica em Pesquisa. Foram selecionadas como participantes
voluntarias, mulheres do sexo feminino, sem restricao de idade, que concordaram em fazer
parte deste estudo, por meio de assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
A coleta das amostras de DNA foi feita no Laboratério de Genética Humana - LaGenHum -
da Unicesumar, Maringa, PR. Neste mesmo local as amostras estdo sendo processadas
para identificacdo de mutacao do Fator V de Leiden e da Protrombina.

A metodologia utilizada para a extragcdo do DNA das amostras seguiu o protocolo
para extracao e purificagdo de células de mucosa epitelial padronizado por Araujo et al.
(2021), consistindo na coleta de células da mucosa bucal por fricgdo, seguido das etapas
de lise celular e purificacdo do DNA obtido. As amostras obtidas foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose (Kanbe et al., 2002), utilizando marcador de peso molecular
de 1Kb (Invitrogen) para uma comparagao semiquantitativa da concentragao.

A PCR esta sendo padronizada utilizando primers e critérios especificos a cada
mutacdo, seguindo o proposto por Rocha (2009). Os ciclos de PCR realizados pelo
termociclador s&o aplicados igualmente para as amostras de ambas as mutagdes, sendo
eles a desnaturagao a 94°C durante 1 minuto, 1 minuto de anelamento a 53°C, e 2 minutos
de extensdo a 72°C, com 35 repetigdes de ciclo.

A padronizagdo da clivagem com as enzimas de restricdo seguira as recomendagdes
propostas pelo fabricante (NZYtech). Para a Protrombina, os produtos gerados apés a
amplificagdo serao submetidos a digestdo enzimatica com a endonuclease de restricao
Hindlll e incubados durante 1 hora a 37°C; e para o Fator V a restricdo dos produtos
amplificados sera realizada utilizando a enzima Mnll por 18 horas a 37°C. Os fragmentos
gerados serao visualizados em eletroforese em gel de agarose a 2,5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Até o presente momento foi realizada com sucesso a extracao de DNA das amostras
de trés voluntarios, seguida de trés amplificagcdes teste do gene do Fator V, sendo que duas
obtiveram sucesso e apresentaram bandas na eletroforese (Figura 1), e quatro
amplificagbes do gene da Protrombina, com trés delas apresentando bandas (Figura 2).
Desse modo um protocolo de amplificagao por PCR foi padronizado para as duas, diferindo
apenas no primer utilizado para cada gene.

Figura 1: Eletroforeses das PCRs do gene do Fator V.
A e B. Eletroforeses das amostras 1, 2 e 3. L: Ladder 100pb; 1-3: amostras com banda; C-: controle
negativo.
Fonte: Elaborado pelas autoras.

Figura 2: Eletroforeses das PCRs do gene da Protrombina.
A, B e C. Eletroforeses das amostras 1, 2 e 3. L: Ladder 100pb; 1-3: amostras com banda; C-:
controle negativo.
Fonte: Elaborado pelas autoras.

Os testes com enzimas de restricdo foram iniciados, porém ainda ndo se obteve
sucesso, portanto estdo sendo realizadas adaptacgdes no protocolo para identificar a etapa
de falha no processo utilizado.

No caso de sucesso da digestdo enzimatica, espera-se visualizar em eletroforese
em gel de agarose a 2,5% os seguintes fragmentos: para o Fator V de Leiden quatro
fragmentos (37pb, 67pb, 116pb, 153pb) em portadores heterozigotos, e dois fragmentos
(153pb, 67pb) em portadores homozigotos; e para a Protrombina trés fragmentos (15pb,
58pb e 272pb) em n&o portadores da mutagao, e quatro fragmentos (15pb, 23pb, 58pb e
249pb) quando a mutagdo G20210A estiver presente.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O intuito desta padronizacao de protocolo para PCR é implementar no Laboratério
de Genética Humana da UniCesumar o diagndstico de mutacbes de trombofilias
hereditarias, visando o atendimento de pacientes do SUS vinculados ao NIS Aclimacéo,
especialmente mulheres com suspeita de infertilidade por mutagbes genéticas associadas
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a trombofilia, faciltando o acesso ao diagndstico, assim permitindo intervencdes
terapéuticas mais eficazes, melhorando o aconselhamento genético, contribuindo para a
qualidade de vida dos casais afetados e apoiando a formulagcdo de politicas publicas
voltadas a saude reprodutiva.
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