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RESUMO 

A trombofilia é um distúrbio hemostático que pode interferir na implantação embrionária e na vascularização 
placentária, sendo uma das causas de infertilidade feminina. Em sua forma hereditária, destacam-se as 
mutações do Fator V de Leiden (FV G1691A) e Protrombina (G20210A), mais comuns na população 
caucasiana. Durante a gestação, estado de predisposição à hipercoagulabilidade, sua associação eleva o 
risco de complicações, como óbito fetal intrauterino e morte materna. O diagnóstico dessas mutações é 
realizado através de técnicas de biologia molecular, como PCR (Polymerase Chain Reaction), eletroforese e 
digestão enzimática. Considerando que o Laboratório de Genética Humana da UniCesumar possui vínculo 
com o NIS Aclimação e já realiza PCR para outras mutações, pretende-se padronizar essa técnica para 
detecção das mutações do Fator V de Leiden e da Protrombina. Essa pesquisa é experimental, qualitativa e 
segue os critérios do Comitê de Ética em Pesquisa. Coletaram-se amostras de swab de mucosa bucal, as 
quais foram submetidas à extração de DNA, PCR e digestão com enzimas de restrição; a visualização ocorreu 
por eletroforese em gel de agarose. Até o momento, a amplificação por PCR foi padronizada com sucesso 
para os dois genes, obtendo-se bandas visíveis na eletroforese. No entanto, os testes com enzimas de 
restrição ainda estão em fase de ajuste. Dessa forma, espera-se validar um protocolo eficaz para o 
diagnóstico molecular dessas mutações em mulheres em investigação de infertilidade, contribuindo com o 
acesso da população a exames diagnósticos de alta relevância clínica no contexto da saúde reprodutiva. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) a infertilidade afeta cerca de uma 
em cada seis pessoas no Brasil, sendo que aproximadamente 8 milhões de pessoas podem 
ser inférteis (Who, 2023). Entre as condições que podem aumentar o risco de infertilidade 
e comprometer o curso gestacional está a trombofilia, um distúrbio hemostático que leva a 
um estado de hipercoagulabilidade e promove alterações no sítio de implantação 
embrionária, prejudicando eventos críticos como a invasão trofoblástica e a vasculatura 
placentária (Fabregues et al., 2023). 

A trombofilia é um fator de risco para abortos espontâneos recorrentes, 
especialmente no primeiro trimestre, e devido à gestação ser um período de 
hipercoagulabilidade, sua coexistência com trombofilia aumenta o risco de complicações, 
como óbito fetal intrauterino, restrição 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 hereditária ocorre devido a alterações na sequência do DNA 
em genes envolvidos em diversos processos biológicos, como por exemplo os que 
codificam fatores da via de coagulação. Nesse contexto, a alteração do Fator V de Leiden 
(FV G1691A) é a mutação mais comum causadora de trombofilia na população caucasiana, 
seguida pela Protrombina (G20210A) (D’amico et al., 2003; Abukhiran; Jasser; Bhagavat, 
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2020; Shibeeb et al., 2024). A mutação de ambos os genes deve-se pela troca de duas 
bases nitrogenadas, mais precisamente pela substituição de uma guanina por uma adenina, 
na posição G20210A na região 3’ para a Protrombina, e na posição 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 há a troca do aminoácido arginina (Arg) por glutamina (Gln) na 
posição 506 da proteína, em um dos seus sítios de clivagem, o que leva a uma resistência 
à ação das proteínas anticoagulantes as quais o Fator V age como cofator, favorecendo a 
hipercoagulabilidade por problemas nos mecanismos antitrombóticos (Ong & Bennet, 
2022). Em relação a Protrombina, a presença do alelo mutado é responsável pelo aumento 
da produção de mRNA, gerando a elevação dos níveis de Protrombina sérica, 
consequentemente elevando o risco de formação indevida de coágulos, e predispondo os 
portadores à trombose (Poort et al., 1996; McGlennen et al., 2002). 

O diagnóstico dessas mutações é realizado por meio de procedimentos de biologia 
molecular, sendo eles a extração do DNA, PCR (Reação em Cadeia de Polimerase) para 
amplificar a região da mutação, e digestão por enzimas de restrição, a qual gera fragmentos 
de DNA de tamanhos diferentes em amostras portadoras e não portadoras da mutação, e 
eletroforese em gel para visualização dos fragmentos gerados (McGlennen et al., 2002; 
Herkenhoff et al., 2012; Ong & Bennet, 2022).  

A Universidade Cesumar possui um laboratório de Genética Humana que tem 
parceria com o NIS Aclimação, e realiza exames dos pacientes para diagnóstico de 
infertilidade. Desse modo, é de extrema importância a padronização deste protocolo para o 
exame de detecção de mutação do Fator V de Leiden e da Protrombina, os quais causam 
trombofilia, o que pode gerar infertilidade feminina, e desta forma fornecer um melhor 
diagnóstico aos pacientes. 

 
2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Esta é uma pesquisa experimental qualitativa, a qual segue os aspectos éticos 
estabelecidos pelo Comitê de Ética em Pesquisa. Foram selecionadas como participantes 
voluntárias, mulheres do sexo feminino, sem restrição 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 Laboratório de Genética Humana - LaGenHum - 
da Unicesumar, Maringá, PR. Neste mesmo local as amostras estão sendo processadas 
para identificação de mutação do Fator V de Leiden e da Protrombina. 

A metodologia utilizada para a extração do DNA das amostras seguiu o protocolo 
para extração e purificação de células de mucosa epitelial padronizado por Araujo et al. 
(2021), consistindo na coleta de células da mucosa bucal por fricção, seguido das etapas 
de lise celular e purificação 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 comparação semiquantitativa da concentração. 

 A PCR está sendo padronizada utilizando primers e critérios específicos a cada 
mutação, seguindo o proposto por Rocha (2009). Os ciclos de PCR realizados pelo 
termociclador são aplicados igualmente para as amostras de ambas as mutações, sendo 
eles a desnaturação a 94°C durante 1 minuto, 1 minuto de anelamento a 53°C, e 2 minutos 
de extensão a 72°C, com 35 repetições de ciclo. 

A padronização da clivagem com as enzimas de restrição seguirá as recomendações 
propostas pelo fabricante (NZYtech). Para a Protrombina, os produtos gerados após a 
amplificação serão submetidos à digestão enzimática com a endonuclease de restrição 
HindIII e incubados durante 1 hora a 37°C; e para o Fator V a restrição dos produtos 
amplificados será realizada utilizando a enzima MnlI por 18 horas a 37°C. Os fragmentos 
gerados serão visualizados em eletroforese em gel de agarose a 2,5%. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

Até o presente momento foi realizada com sucesso a extração de DNA das amostras 
de três voluntários, seguida de três amplificações teste do gene do Fator V, sendo que duas 
obtiveram sucesso e apresentaram bandas na eletroforese (Figura 1), e quatro 
amplificações do gene da Protrombina, com três delas apresentando bandas (Figura 2). 
Desse modo um protocolo de amplificação 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 restrição foram iniciados, porém ainda não se obteve 
sucesso, portanto estão sendo realizadas adaptações no protocolo para identificar a etapa 
de falha no processo utilizado.  

No caso de sucesso da digestão enzimática, 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 três fragmentos (15pb, 
58pb e 272pb) em não portadores da mutação, e quatro fragmentos (15pb, 23pb, 58pb e 
249pb) quando a mutação G20210A estiver presente. 

 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

O intuito desta padronização de protocolo para PCR é implementar no Laboratório 
de Genética Humana da UniCesumar o diagnóstico de mutações de trombofilias 
hereditárias,  visando o atendimento de pacientes do SUS vinculados ao NIS Aclimação, 
especialmente mulheres com suspeita de infertilidade por mutações genéticas associadas 



 

 

Anais Eletrônico XIV EPCC 

UNICESUMAR - Universidade Cesumar  

à trombofilia, facilitando o acesso ao diagnóstico, assim permitindo intervenções 
terapêuticas mais eficazes, melhorando o aconselhamento genético, contribuindo para a 
qualidade de vida dos casais afetados e apoiando a formulação de políticas públicas 
voltadas à saúde reprodutiva. 
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