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RESUMO

As desordens de coagulagdo caracterizada por uma
predisposi¢do de fendmenos trombdticos que ocorrem por
alteragdes hemostaticas sdo chamadas de trombofilias. As
trombofilias ocorrem por mutacdo de gene ou por sindrome
de anticorpos antifosfolipides (SAAF), se caracterizando por
trombofilia adquirida e trombofilia hereditaria, que podem
ocorrer por mutagdes genéticas ou sindrome de anticorpos
antifosfolipides. Neste contexto o presente trabalho tem o
objetivo de descrever as trombofilias genéticas e adquiridas e
relatar a influéncia do polimorfismo da enzima MTHFR
como marcador trombofilico, através de revisdo de
literatura. Para a realizagdo da revisdo integrativa de
literatura, foi feita uma busca nas bases de dados entre
margo e abril de 2019, com 27 selecGes da amostra geral de
235 artigos encontrados. Foi utilizada para esta amostra uma
composicao de 27 artigos, dos quais 29,63% foram escritos
em portugués, 51,85% em inglés e 18,52% em espanhol.

PALAVRAS-CHAVE:
diagndstico.

Trombofilia, Metilenotetra,

ABSTRACT

Clotting disorders characterized by a predisposition of
thrombotic phenomena that occur due to hemostatic changes are
called thrombophilias. Thrombophilias occur by mutation of
gene or by antiphospholipid antibody syndrome (APS),
characterized by acquired thrombophilia and hereditary
thrombophilia, which can occur by genetic mutations or
antiphospholipid antibody syndrome. In this context the present
study has the objective of describing the genetic and acquired
thrombophilias and to describe the influence of the
polymorphism of the MTHFR enzyme as a thrombophilic
marker, through literature review. In order to carry out the
integrative literature review, a search in databases between
March and April of 2019 was carried out, with 27 selections from
a general sample of 235 articles found. A composition of 27
articles was used for this sample, of which 29.63% were written
in Portuguese, 51.85% in English and 18.52% in Spanish.
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1. INTRODUCAO

Trombofilias sdo desordens de coagulacdo
caracterizadas por uma predisposicdo de fendmenos
trombdticos que ocorrem por alteracbes hemostaticas,
elevando o risco de tromboembolismo venoso e
arterial®.

A trombofilia gera um quadro de
hipercoagulabilidade, sendo esse um fator de risco de
trombose?. Outros fatores podem estar relacionados ao
tromboembolismo, como estilo de vida do individuo,
fendtipo e gravidez®*,

Conhecida como trombose, o tromboembolismo
venoso (TVP), é caracterizado por formacdo de
trombos na microvasculatura resultando no fechamento
dos vasos sanguineos, o que ocasiona redu¢do do fluxo
sanguineo do tecido podendo ocasionar uma possivel
lesdo no local®.

As trombofilias ocorrem por mutacdo de gene ou
por sindrome de anticorpos antifosfolipides (SAAF) e
caracterizam-se como adquirida e hereditaria®.

Na trombofilia adquirida ocorre a presenga de
anticorpos antifosfolipides, estando o anticoagulante
IUpico, anticorpo anti-a2-glicoproteina |1 (B2GPI) e
anticardiolipina entre os principais. E uma enfermidade
autoimune, sisttmica de caréter arterial, venoso e
obstétrico® 37,

Ja nas trombofilias hereditarias ou genéticas
ocorrem as deficiéncias de fatores anticoagulantes,
como Proteina S, Proteina C e Anti-trombina, ou seja;
por perda de mutagdo de fungdes. Ocorrem também
mutacdes em fatores codificadores de genes proé-
coagulantes, como; Fator V de Leiden, gene G20210A
da protrombina e mutacdo do gene C677T da enzima
metilenotetrahidrofolato  redutase (MTHFR), que
caracteriza ganho de mutacdo de fungdes (MTHFR)"2.

A combinacdo de fatores de trombofilias geram os
casos chamados de trombofilias mistas, que derivam da
combinacdo de fatores genéticos hereditérios e fatores
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adquiridos, exemplo disso €é a reagdo entre
hiperhomocisteina e Proteina C. A homocisteina
acarreta grande risco de doengas arterial coronarianas,
vasculares periféricas profundas e perdas fetais. Niveis
aumentados de homacisteina podem estar diretamente
ligados a fatores nutricionais ou por defeitos genéticos
na  enzima metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR)®2°,

A enzima MTHFR participa de processos
biol6gicos importantes, atuando na conversdo da
homocisteina ~ em metionina. MutagGes que ocorram
nessa enzima reduzem a sua atividade levando a uma
hiperhomocisteinemialt. A elevagdo dos niveis de
homocisteina é um fator de risco para
tromboembolismo, possivelmente por possuir acéo
lesiva ao endotélio. A hiperhomocisteinemia ¢é
encontrada geralmente em pacientes com deficiéncia de
vitamina B6, vitamina B12, vitamina B9 ou adquirida
por maus habitos de vida como excessivo uso de café,
chéa, vegetarianismo e tabagismo®.

No rastreio de trombofilias € necessario a
solicitacho de dosagens de alguns marcadores
trombofilicos, e a interpretagdo desses devem ser feitos
de forma minuciosa. Métodos de PCR em Tempo Real
com amplificagdo através de enzimas restricdo s&o
muito usados para identificar possiveis mutagdes,
porém sdo métodos de alto custo. Espectrofotometria
de massa € por sua vez mais barata e se tornou uma
plataforma padrdo em laboratérios clinicos. Na
indUstria farmacéutica existem também testes rapidos
moleculares para confirmagdo do gene de trombofilias
que podem ser fielmente usados em unidades de
emergénciat?®3. As dosagens de alguns marcadores séo
por métodos imunolégicos por imunoensaios
enzimaticos, quimiluminescéncia, nefelometria,
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC),
dentre outros!4.

Diante do exposto, 0 objetivo do estudo € descrever
as trombofilias genéticas e adquiridas e relatar a
influéncia do polimorfismo da enzima MTHR como
marcador trombofilico, através de revisao de literatura.

2. MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma Revisdo Integrativa de Literatura,
sendo um método de pesquisa que permite a sintese de
maltiplos  estudos  possibilitando  ajuntamento,
discussdo e conclusdo de um tema a uma Aarea
especifica.

Na elaboracdo de uma revisdo integrativa devem
ser abordadas seis etapas metodoldgicas. A primeira
etapa consiste na elaboracdo do tema e da pergunta
norteadora da pesquisa. Na segunda etapa séo
estabelecidos os critérios de inclusdo e exclusdo dos
estudos e da busca de literatura. Na terceira etapa
consiste na coleta de dados de acordo com os critérios
estabelecidos. A quarta etapa é definida pela avaliacdo
e selecdo dos estudos. Na quinta etapa se discute os
resultados obtidos e estes, sdo apresentados de forma
clara e completa na sexta etapa de elaboracdo do texto
da revisdo®®.
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A fase de coleta de dados se deu entre marco e abril
de 2019 e foi direcionada por um instrumento de coleta
que permitiu a sistematizagcdo pratica dos estudos.
Fizeram parte das fontes de coleta de estudos as bases
de dados, Literatura Latino Americana e do Caribe em
Ciéncias da Salde (LILACS), Medical Literature
Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE)
através da Biblioteca Virtual em Saude (BVYS),
Scientific Electronic Library Online (SCIELO).

A busca foi orientada pelos descritores
“Trombofilia®, “Metilenotetra” e “Diagndstico”
validados nos Descritores em Ciéncias da Sadde -
DeSC BVS. Os critérios de inclusdo e excluséo
estabelecidos foram estudos publicados na integra que
retratem a tematica sobre trombofilias genéticas e
adquiridas e a relagdo do polimorfismo da enzima
metilenotetrahidrofolato  redutase, completos para
acesso em portugués, espanhol ou inglés, encontrados a
partir dos descritores que norteiam a pesquisa e
indexados nos referidos bancos de dados nos dltimos
dez anos.

Com descritor trombofilia foram encontrados 186
artigos no periodo estipulado. Ao realizar o cruzamento
dos descritores obteve-se um total de 49 estudos, que
apos filtragem obteve-se uma amostra de 235 artigos,
desses foram lidos titulo e resumos para identificar
aqueles que se relacionavam com a temética do estudo,
totalizando ao final o total de 27 artigos, sendo 16
estudos da base MEDLAINE através da pesquisa BVS,
09 estudos da BVS e LILACS e 02 artigos do Scielo.

A andlise dos artigos selecionados foi realizada por
meio de leitura rigorosa procurando responder o
objetivo dessa revisdo. Apds a leitura, foram coletadas
as informagdes de maior relevincia a tal estudo e
descrito em um instrumento elaborado pelos autores,
contendo titulo do estudo, ano de publicacdo e
periddico, prosseguindo com a organizacdo dos estudos
conciliados em tabelas, possibilitando uma visdo mais
ampla das  principais  teméticas  abordadas,
consequentemente  possibilitou a extracdo das
informagdes necessarias para o estudo.

Considerando todas as estratégias de busca o
corpus da pesquisa foi constituido por 27 produgdes
cientificas que apresentaram evidéncias para a
construcdo da discussdo. Os estudos selecionados
foram correlacionados em trés categorias baseadas nas
ideias centrais encontradas nos artigos: Trombofilia
adquirida e hereditaria, Complicacdes da trombofilia e
Diagnodstico das trombofilias relacionado ao gene
MTHFR. Este estudo ndo foi submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa, uma vez que o material empirico foi
constituido de documentos de dominio publico cujos
autores séo responsaveis pelo dito e escrito, pelo lugar
que ocupam, por atenderem certas exigéncias e serem
qualificados para fazé-la.

3. DESENVOLVIMENTO

Apoés avaliagdo dos estudos encontrados, onde
foram selecionados seguindo critérios de inclusdo,
garantindo  maior  refinamento nas  amostras
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selecionadas, obteve-se um total de 27 artigos
conforme exposto na tabela 1 e 2. Observou-se que o
maior nimero de publicagdes ocorreu no ano de 2011
que apresentou 05 publicagdes durante o periodo
(18,51%). Através da pesquisa foi obtido um total de
15 artigos selecionados que estavam disponiveis na
base de dados BVS e MEDLINE, outros 10 artigos
selecionados disponiveis nas bases de dados BVS,
MEDLINE e LILACS e mais 02 artigos disponiveis na
base de dados SCIELO. Das mesmas a mais utilizada
para publicaces foi a MEDLINE, que apresentou um
total de 16 artigos publicados (53,33%). A tipologia de
estudo mais usada foi Caso/Controle com um total de
08 (29,62%).

Tabela 1. Distribuicio de estudos segundo ano de publicagéo e base
de dados

Ano da Publicacao N° %
2009 2 7,4%
2010 2 7,4%
2011 5 18,52%
2012 2 7,4%
2013 3 11,11%
2014 4 14,81%
2015 3 11,11%
2016 2 7,4%
2017 4 14,81%
2018 0 %

Base de Dados

BVS + MEDLINE 16 59,25 %
BVS + LILACS 9 33,33%
SCIELO 2 7,4 %

Fonte: Da pesquisa, 2019

Tabela 2. Cruzamento dos descritos nas Bases de Dados

Cruzamento dos Descritores

Base de Descritores Total

Dados
BVS Trombofilia 84
BVS Trombofilia +Metilenotetra+Diagnéstico 49
MEDLINE Trombofilia +Metilenotetra+Diagnostico 49
SCIELO Trombofilia 102
Base de
Dados Total Filtro Amostra

BVS 84 25 10

LILACS 7 20 9

MEDLINE 7 2 1

BVS 49 21 15

MEDLINE 49 21 15

SCIELO 102 17 2

Fonte: Da pesquisa, 2019.

Considerando as caracteristicas de uma Revisao
Bibliografica que é sintetizar resultados anteriores e
inter-relaciona-los de forma critica para a partir de
entdo produzir um novo estudo. Desenvolve-se a partir
de agora as pesquisas selecionadas que contribuiram
para essa revisao.

Os artigos foram selecionados a partir da base de
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dados da BVS abrangendo estudos do periodo de 2009
a 2018. Esses constituem a amostra da pesquisa. Onde
foram analisados, inseridos e estruturados na categoria
de cada tipo de estudo, correspondendo ao objetivo e
proporcionando a  caracterizagdo dos  fatores
evidenciados possibilitando a discussao desse trabalho.

4. DISCUSSAO
Trombofilia Adquirida e Hereditéaria

Trombofilias sdo desordens de coagulacdo
caracterizadas por uma predisposi¢do para desenvolver
eventos trombdticos®. O tromboembolismo venoso
(TVP), popularmente conhecido por trombose ¢é
caracterizado por formacdo de codgulos em veias
profundas e artérias. E uma doenca potencialmente
grave que pode ocorrer novamente cerca de 10 anos
apo6s o primeiro episodio. Estudos relatam que TVP
ocorrem em maior nimero de casos no sexo masculino
e em idades mais avangadas. O tromboembolismo é
geralmente influenciado por alteragdes nos fatores de
coagulacdo, essas alteragdes sdo chamadas de
trombofilias sendo elas trombofilia adquirida e
hereditarial67:18,

A trombofilia adquirida é caracterizada como
desordens autoimunes que favorecem a eventos
tromboembolicos arteriais e venosos. A mesma ocorre
por consequéncia da presenca de anticorpos
antifosfolipides (SAAF). O diagnostico da trombofilia
adquirida é de grande importancia, considerando a sua
significativa mortalidade e morbidade. E ainda
classificada na literatura como moderado risco
trombotico®.

Os principais  anticorpos  antifosfolipides
relacionados na  literatura  sdo;  anticorpos
anticardiolipina, anticoagulante lGpico e anticorpo anti-
az-glicoproteina I (B2GPI). Os anticorpos
antifosfolipides atuam diretamente na alteracdo da
regulacdo da hemostasia da cascata de coagulagéo*’.

Entende-se que o0s anticorpos antifosfolipides
(SAAF) podem atuar por mecanismos de agéo
diferentes, onde ocorrem o0s eventos trombdticos,
favorecendo desde um aumento na adesdo de
agregacdo plaquetaria a possiveis interagdes entre as
proteinas da coagulagdo, afetando assim na hemostasia
da cascata de coagulacdo levando a uma possivel
trombose, considerando também que essa desordem é
de categoria autoimune.

Estudos relatam que o anticorpo anticardiolipina
predomina em eventos tromboembolicos que ocorrem
no sistema arterial, prevalecendo cinco vezes mais
comumente do que os demais antifosfolipides.
Chegando a 20 % de casos de pacientes com TVP. Para
diagnostico da sindrome devem ser avaliados critérios
clinicos e soroldgicos, considerando que alguns fatores
podem influenciar nos resultados analiticos, como
contraceptivos orais, terapéutica hormonal, gestacédo
etc®.

Ja nas trombofilias hereditarias destaca-se a
associacao de deficiéncia de proteinas inibidoras da
coagulagdo sendo elas; antitrombina, proteina C,
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proteina S, mutacdo das proteinas pro-coagulantes;
Fator V de Leiden, gene G20210A da protrombina e
mutagdo do gene C677T, variante termolabil da enzima
metilenotetrahidrofolato redutase!®.

A trombofilia hereditaria € comumente associada a
trombose venosa, contrario da trombofilia adquirida
que se apresenta principalmente em eventos
trombéticos arteriais, e estd envolvida em cerca de 50%
dos casos tromboembdlicos*®2°,

Compreende-se que as trombofilias hereditarias sdo
por sua vez influenciadas por mutagdes genéticas,
enquanto as trombofilias adquiridas ocorrem por
desordens autoimunes, onde o organismo cria
mecanismos de defesas contra ele mesmo. Ressalta-se
ainda, que na trombofilia hereditaria os eventos
trombdticos ocorrem no sistema arterial, enquanto a
trombofilia adquirida tem origem no sistema venoso e
acomete comumente os membros inferiores.

Segundo Harteman et al. (2011)'* sabe-se pouco
sobre os polimorfismo e mutacbes que ocorrem nos
genes que codificam os fatores da coagulacéo. Estudos
mostram que alguns marcadores sdo influenciados
dependendo se encontrados em homogozigose ou/e
heterogozigose, associando-os a0 estado de
hipercoagulabilidade do individuo, mas destacam que o
polimorfismo no gene C677T da MTHFR esti
associado a niveis elevados de homocisteina e ocorre
em sua maioria em homozigotia.

No mesmo pensamento Hotoleanu (2016)8, afirma
que a metilenotetrahidrofolato redutase atua no
metabolismo da homocisteina, reduzindo 5,10
metilenotetrahidrofolato em 5-metilenotetra-
hidrofolato. Os polimorfismos da enzima ocorrem
geralmente em dois sitios, na posicdo C677T, que
caracteriza a substituicdo da alanina por valina no
cédon 222. E na posicdo A1298C que ocorrem devido
a substituicdo de glutamina por alanina no c6don 429.
Sendo a segunda mutacdo menos agressiva que a
C677T, que em homozigose e em presenca de baixos
niveis de folato caracteriza uma diminuicdo da
atividade enzimatica levando a uma
hiperhomocisteinemia. Considerando a
hiperhomocisteinemia  fator de  risco  para
trombofilia®.-22,

Estudos Hidalgo e Paula (2010)Y" e Roca e
colaboradores  (2015)?° realizados na Espanha
evidenciou casos de eventos tromboéticos que
ocorreram em presenca de mutacdo em heterozigotia,
confirmando assim, que tromboses podem ocorrer
igualmente, mesmo em mutagdes de apenas um alelo
do gene, porém em proporc¢des diferentes.

Diante do exposto, é necessario considerar que em
estado de homozigotia o risco tromboembolico é maior,
isso significa que a mutacdo ocorreu em dois alelos do
gene. Assim, o polimorfismo no gene MTHFR ¢é por
sua vez maior fator de risco em homozigotia do que em
heterozigotia.

E possivel observar que o polimorfismo na enzima
metilenotetrahidrofolato redutase afeta 0 mecanismo de
remetilacdo da homocisteina em metionina, sendo a
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homocisteina um aminoacido ndo essencial que nédo
esta presente na dieta humana, nem no organismo, por
isso a necessidade de suplementagdo com vitaminas do
complexo B, que sdo utilizadas no processo de
conversdo da enzima, principalmente o folato e
vitamina B12. Logo, a muta¢gdo da MTHFR é um risco
evidente para um evento tromboembdlico em presenca
de hiperhomocisteina, especialmente com baixos niveis
de folato.

Em um estudo realizado no Chile por Guzma e
Salazar (2010)?' relata que todos os individuos
portadores de genotipo homozigético do gene C677T
da MTHFR apresentaram niveis aumentados de
homocisteina plasmatica.

Alguns autores correlacionam a mutacdo do gene
C677T da MTHFR a populagdo caucasiana, grupo em
que ocorre cerca de 1 a 15% da mutagdo®?*. Conforme
estudos realizados o polimorfismo da enzima MTHFR
¢ maior em pacientes com cancer do que em um
individuo com salide normal?.

Turki e colaboradores (2015)%° evidenciaram em
suas pesquisas que o0 gene mutado da
metilenotetrahidrofolato estd associado a abortos
recorrentes, e que entre outros fatores genéticos a
trombofilia mostrou-se como causa principal desses
abortos. Entre 20 a 50 % de pacientes que
apresentaram algum evento tromboembdlico na
gestacdo possuiam alguma anormalidade dos fatores de
trombofilia.

Complica¢cdes da Trombofilia

As trombofilias podem ser de causa genética ou
adquirida sendo que a adquirida pode ser desencadeada
por diversos fatores externos, provocando assim uma
série de complicacbes como; trombose venosa
profunda (TVP), acidente vascular cerebral, vérios
problemas gestacionais e embolia pulmonar que pode
ser fatal.

Em um estudo associou-se o polimorfismo do gene
MTHFR a dados clinicos, como; defeitos cardiacos,
mutacdo fetal, infarto do miocérdio e acidente vascular
cerebral em caucasianos, acidente vascular cerebral em
recém-nascidos e criangas, trombose venosa, nefropatia
diabética, Alzheimer em asiaticos. Afirmando que na
maioria de doencas relacionados a mutacdo do gene
MTHFR, por sua vez sdo de carater vascular vascular!.

As complicagdes das trombofilias estdo associadas
a eventos tromboembdlicos. Na gravidez, hd um
aumento significativo destas complica¢des, elevando
assim 0s riscos maternos e fetais, que inclui aborto
precoce e tardio, restricdo de crescimento fetal,
descolamento prematuro da placenta e pré-eclampsia®.

De acordo com Roca et al. (2015)?® a gravidez e o
puerpério estdo associadas a um maior risco de
acidente vascular cerebral e pré eclampsia e a sua
principal causa é influenciada pelo estado pro-
trombdtico, diminuicdo dos fatores antitrombdticos,
estase venosa ou reducdo subita no volume de sangue
ap6s o parto. As mudancas fisioldgicas durante a
gravidez podem levar a uma, trombose arterial ou
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Venosa.

Estudos*?1%orroboram que as trombofilias
hereditarias ocorrem em 50% dos eventos
tromboembolicos, e constituem cerca de 75% das
causas de morbidade e mortalidade neonatal sendo
assim um fator de risco para ocorréncia de
complicacBes gestacionais, deixando em risco maes e
filhos.

Evidencia-se que a condicdo do paciente ser
trombofilico ndo implica necessariamente que ira
ocorrer um evento tromboético, pois para tal depende de
varios fatores, tanto externos como genéticos. Porém
na gravidez esse risco aumenta em até seis vezes mais
do que na populacdo em geral, isso devido ao fato que
na gestacdo ha um aumento de hipercoagulabilidade e
hipofibrinolise para proteger a gravida de hemorragias
relacionadas ao parto. Com isso pode haver um
aumento de doencas tromboembolicas e disfun¢édo na
vascularizagdo placentéria.

Estudos realizados por Ozkan (2012)%* mostram que
¢ comum pacientes com canceres malignos
desenvolverem quadros de trombose, devido as células
neoplésicas ativar diretamente o sistema de coagulagéo,
e indiretamente estimular um fendtipo pré-coagulante
nas células hospedeiras como mondcitos, plaquetas e
células endoteliais. Eventos estes que fazem com que
pacientes oncoldgicos tenham de quatro a sete vezes
mais riscos de desenvolver tromboembolismo do que
pacientes sem cancer.

Entretanto Renni et al. (2017)%° diz que algumas
situacbes como o tipo do tumor, a localizagéo
anatdmica, grau de agressividade e o quadro clinico do
paciente possibilitam ou ndo o aparecimento de
trombose em um determinado estagio evolutivo da
doenca, e que devido a esses fatores determinantes o
risco de desenvolver TEV ndo é igual para todos 0s
pacientes com cancer.

Compreende-se que o0 cancer por si s e seus
diversos tratamentos séo reconhecidos como fatores de
risco para desenvolver um tromboembolismo venoso.
Tendo em vista que ha séculos a associagdo clinica
entre neoplasias e hipercoagulabilidade j& é conhecida.
Na presenca de neoplasias a trombose pode apresentar-
se de varias formas clinica como embolia pulmonar,
trombose venosa profunda e superficial, tornando
assim a segunda maior causa de mortes em pacientes
neoplasicos.

Diagnéstico das Trombofilias Relacionadas ao
Gene MTHFR

Através do rastreio de trombofilia hereditaria pode-
se elaborar uma estratégia para obter uma prevencao,
contribuindo para reduzir a incidéncia nas familias com
casos e na populacdo em geral. O diagnostico de rotina
pode ser baseado através de Tempo de tromboplastina
parcialmente ativada - TTPa como triagem e o uso de
técnicas moleculares baseadas na amplificacdo de PCR,
Espectrofotometria de massa, Cromatografia liquida de
alta performance (HPLC), Hibridagcdo in situ por
Fluorescéncia (FISH) e outros?.
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Conforme Zavala-Hernandez et al. (2015)%" e Kaur
et al. (2012)*° devem ser avaliados os fatores de risco
adquiridos tais como; historico familiar, diabetes
melittus, cirurgias, tabagismo, obesidade, trauma,
hipertenséo, alcoolismo, vegetarianismo e associa-los a
fatores trombofilicos.

Segundo Hoteit et al. (2014)*? e Yang et al. (2010)*®
¢ de grande importancia que no manejo clinico
laboratorial sejam avaliados os Fatores V e Il e 0 gene
MTHFR que estdo entre os mais importantes fatores
envolvidos em eventos tromboembodlicos.

A deteccdo de mutacdo no gene MTHFR pode ser
realizada por hibridizacéo reversa em reacdo em cadeia
da polimerase. Considerando também a necessidade da
dosagem de homocisteina, ja que a MTHFR é
considerada fator de risco em presenca de
hiperhomocisteinemia. Por isso na triagem laboratorial
¢ muito importante avaliar ndo apenas o gene, mas
também o nivel de homocisteina plasmatico
presente>4,

Demonstra-se, que a PCR em tempo real ou Reagdo
e cadeia de polimerase através de enzimas de restricao
s8o muito utilizadas para identificacdo de polimorfismo
na enzima MTHFR, mas para um diagnostico preciso €
necessario & dosagem de homocisteina e possivelmente
de vitaminas do complexo B, principalmente folato.
Pois, a presenca da mutagéo torna-se maior fator risco
quando em altos niveis de homocisteina e baixo nivel
de folato.

Em um estudo realizado Ozkan et al. (2012)%* com
a extracdo do DNA gendmico, utilizando a técnica de
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), Hibridag&o in
situ por Fluorescéncia (FISH) e fragmentos de restricdo
para identificar os campos com polimorfismo no gene
foi possivel a obtencdo de resultados significativos em
relacdo a técnica empregada, avaliando a presenga de
mutacdes genéticas no gene MTHFR, em pacientes
com cancer e correlacionando-os com pacientes
controle. O estudo comprovou que a mutacdo do gene
MTHFR predominou em cancer gastrointestinal.

No mesmo pensamento Turki e colaboradores
(2015)%, utilizaram enzimas de restricio especificas
para chegar ao Polimorfismo Nucleotideo Unico
(SNPs) de interesse, no mesmo estudo realizou-se
eletroforese em gel de agarose avaliando assim o
tamanho dos pares de bases investigados. O autor
destaca a importdncia de incluir a andlise de
citogenética e testes de trombofilia como investigagédo
em casos de tratamento em clinicas de fertilizagdo in
vitro.

Concordando com o método, autores??7 utilizaram
a amplificacdo de DNA gendmico, através de primers e
a PCR. Apo6s os fragmentos foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose. Os genoétipos
alcancados no estudo foram obtidos meio de sitios de
restricdo. Para avaliar a presenga de coagulante llpico
e TTPa geralmente usa-se a coagulometria. A dosagem
de homocisteina é realizada através de imunoensaios
enzimatico por fluorescéncia. O que comprovou no
estudo que as técnicas aplicadas atingiram o objetivo
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de chegar a possiveis desordens genéticas.

Técnicas que envolvam a identificagdo de
Polimorfismo  Nucleotideo ~ Unico -  SNPs
individualmente sdo bastante utilizadas. Geralmente o
método mais aplicado é a reacdo em cadeia de
polimerase, que amplifica a regido que contém o SNP,
o fragmento amplificado pode ser identificado por
outro método, mas, geralmente é através de enzimas de
restricdo especifica ou por eletroforese em gel. A
técnica de espectrofotometria de massa é também
bastante empregada, pois a metodologia permite a
obtencéo do resultado com cerca de 5 horas'®.

Sendo assim, a metodologia de amplificacdo de
DNA através da PCR é de grande importancia em nivel
de precisdo. A mesma possibilita selecionar o SNPs,
que sdo os polimorfismos na sequéncia do DNA. Com
0 produto da PCR selecionado é possivel avaliar os
tamanhos dos pares de bases através da eletroforese em
gel de agarose.

Teste de polimorfismo vem sendo solicitado por
médicos para avaliacdo clinica. E garantindo um
diagndstico eficaz é solicitada a dosagem de vitaminas
do complexo B e homocisteina??.

Hickey et al. (2013)? relata que em alguns estados
do EUA, por orientacdo do governo foi adicionado
vitaminas do complexo B aos grdos resguardando a
populacdo que em sua maioria eram caucasianos,
podendo assim ter a mutacdo do MTHFR e outros
fatores trombofilicos.

Outro teste ainda ndo muito conhecido € o teste
genético molecular que possibilita avaliar se a mutacgao
do gene esta em homozigose ou heterozigose. Sendo
ele um teste rapido pode ser fielmente usado na
urgéncia e emergéncia. Dentro do projeto Genoma
Humano o teste que identifica uma possivel pré-
disposicao para a doenca é avaliado como um potencial
benéfico para diagnostico*?.

5. CONCLUSAO

Demonstram-se  através do estudo que as
trombofilias sdo desordens graves de alto grau de
morbidade e mortalidade. As mesmas podem estar
relacionadas a diversos fatores, que se identificados e
tratados, garantem ao individuo uma vida normal.

E necessario observar que as trombofilias podem
ocorrer por carater diferentes. As ocasionadas por
anticorpos antifosfolipides (SAAF) sdo as mais comuns
em termos de trombofilias adquiridas e podem estar
envolvidas a outros fatores que levam o organismo a
criar um mecanismo de defesa sendo prejudicial ao
mesmo. Assim, ela se torna uma das mais graves caso
ocorra, considerando o fator autoimune da mesma.

Contudo, a trombofilia hereditaria ocorre mediante
alguma mutacdo genética, levando a uma disfun¢éo do
gene de origem. As mutagBes dos genes ou fatores de
coagulacdo podem ser influenciadas por razbes
fenotipicas de cada populacdo, exemplo disso € a
relacdo da mutacdo do MTHFR em caucasianos.

O estudo permite entender que a mutacdo que
ocorre na variante termolabil C677T da enzima
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metilenotetrahidrofolato redutase — MTHFR possui
grau de risco mediante a presenca de
hiperhomocisteinemia. E que o aumento dos niveis de
homocisteina plasmatica esta relacionado aos niveis de
vitamina B, considerando a necessidade principalmente
de folato (vitamina B9) para que ocorra a remetilacédo
de homocisteina em metionina. Correlacionando ent&o,
0s niveis de homocisteina a fatores dietéticos do
paciente.

Assim, entende-se que a MTHFR participa do
metabolismo da homocisteina, favorecendo que os
niveis estejam adequados, garantindo a homeostase do
sistema. Contudo, em caso do polimorfismo da enzima
é necessaria uma mudanga da dieta basica desse
paciente para diminuir chances de eventos tromboticos.
Isso se confirma mediante a necessidade de gestantes
introduzirem &cido félico durante a gestacdo, o que
pode inibir 0  aparecimento de  eventos
tromboembolicos no periodo gestacional.

O estudo confirma ainda que existem técnicas
laboratoriais eficazes e confidveis para deteccdo da
mutagdo do polimorfismo enzimatico da MTHFR. E
avaliavel que dentre essas técnicas, ja existem hoje
testes rapidos que identificam a presenga da mutacdo
polimérfica em menos de 1 hora, e que as técnicas mais
avancadas como Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR), Eletroforese em Gel de Agarose,
Espectrofotometria de Massa e outros. Podem ser
fielmente usadas para diagnostico da doenga.
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