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“Quando nasci um anjo esbelto 

desses que tocam trombeta, anunciou: 

vai carregar bandeira. 

 Cargo muito pesado pra mulher, esta 

espécie ainda envergonhada. Aceito 

os subterfúgios que me cabem, sem 

precisar mentir. 

Não sou tão feia que não possa casar, 

acho o Rio de Janeiro uma beleza e 

ora sim, ora não, creio em parto sem dor. 

Mas o que sinto escrevo. Cumpro a sina. 

Inauguro linhagens, fundo reinos 

— dor não é amargura. 

Minha tristeza não tem pedigree, 

já a minha vontade de alegria, 

sua raiz vai ao meu mil avô. 

Vai ser coxo na vida é maldição pra homem. 

Mulher é desdobrável. Eu sou.” 

 

Adélia Prado 
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RESUMO 

 

 

Trombofilias são definidas como uma predisposição à trombose devido a alterações 

hematológicas que induzem hipercoagulabilidade sanguínea; podem ser herdadas ou 

adquiridas. Elas são individualmente caracterizadas por uma grande variabilidade fenotípica, 

até quando ocorrem dentro da mesma família. Embora as trombofilias hereditárias 

ocorram, na maioria dos casos, devido a mudanças relacionadas com inibidores fisiológicos 

da coagulação ou mutações nos genes de fatores de coagulação, os níveis elevados de 

homocisteína no plasma também podem ser responsáveis por episódios vaso-oclusivos 

podendo ser adquiridos (deficiências nutricionais de folato e vitaminas B6 e B12) e / ou 

causados por fatores genéticos (mutações nos genes responsáveis pela expressão de enzimas 

envolvidas no metabolismo intracelular de homocisteína). Nosso objetivo foi investigar a 

frequência de polimorfismos Cistationina  β-sintetase (CBS) 844ins68 e 

Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) C677T e A1298C em 85 pacientes 

ambulatoriais do Hospital de Base do Distrito Federal com o diagnóstico de trombose, de 

ambos os sexos (65 mulheres e 20 homens) com idades entre 14-56 anos, além de tentar 

compreender a possível associação de polimorfismos como fatores de risco para eventos 

trombóticos.  Para isso, amostras de sangue foram submetidas à genotipagem por método 

baseado em PCR e dosagens séricas de ácido fólico, vitamina B12 e homocisteína.  Todos 

os marcadores genéticos estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg.  Houve diferença 

significativa entre os sexos nos valores séricos de homocisteína, sendo que os homens 

apresentaram dosagem mais elevada. Uma correlação positiva e significativa também foi 

evidenciada entre trombose recorrente e níveis de homocisteína (p= 0,006). Associação 

significativa com o risco de recorrência foi encontrada para homens (odds ratio (OR) = 

4,214, intervalo de confiança de 95% (IC) = 1,180-15,048, p = 0,020), enquanto decréscimo 

desse risco foi verificado para as mulheres (odds ratio (OR) = 0,237, intervalo de confiança 

de 95% (IC) = 0,066-0,847, p = 0,020). A atividade física também foi significativamente 

associada com a redução do risco de trombose venosa cerebral (TVC) (odds ratio (OR) = 

0,531, intervalo de confiança de 95% (IC) = 1,056-8,292, p = 0,035). Analisados 

separadamente, cada um dos polimorfismos estudados não teve influência sobre a 

variabilidade da dosagem sérica, porém quando a interação dos três polimorfismos foi 

realizada por MANOVA, os resultados foram significativos para homocisteína (p = 0,000). 

Nestas análises de interação, houve diferenças entre genótipos CBS DD e ID (p = 0,002); 677 



MTHFR CC e genótipos CT (p = 0,000) e MTHFR 1298 entre AA e AC (p = 0,11), sendo que 

todos os heterozigotos apresentaram maior valor. Tromboses são eventos de etiopatogenia 

multigênica e multifatorial, em que o risco de manifestação da doença associado a cada 

alteração genética isolada é relativamente baixo, contudo a presença de mutações em vários 

genes aumenta significativamente este risco.  Desta forma, nossos resultados indicam que as 

interações entre esses polimorfismos podem afetar os níveis séricos de homocisteína, onde a 

heterozigose pode ser um indicador de fator de risco para episódios vaso-oclusivos. 

 

Palavras-chave: trombofilias hereditárias, polimorfismos genéticos, homocisteína 



ABSTRACT 

 

 

Thrombophilias are defined as a predisposition to thrombosis due to hematological changes 

inducing blood hypercoagulability; they can be inherited or acquired. They are individually 

characterized by a large phenotypic variability, even when they occur within the same family. 

Although hereditary thrombophilias are, in most cases, due to changes related to physiological 

coagulation inhibitors or mutations in the genes of coagulation factors, high levels of plasma 

homocysteine may also be responsible for vaso-occlusive episodes  and may have acquired 

(nutritional deficiencies of folate and vitamins B6 and B12) and/or genetic causes (mutations 

in the genes responsible for expression of enzymes involved in the intracellular metabolism of 

homocysteine). We aimed to investigate the frequency of the polymorphisms Cystathionine β- 

synthase (CBS)  844ins68 and Methylenetetrahydrofolate reductase  (MTHFR) C677T and 

A1298C in 85 outpatients of the  Hospital de Base do Distrito Federal with a diagnosis of 

thrombosis, of both genders (65 women and 20  men) aged 14-56 years old, and to try to 

understand the possible association of such polymorphisms as risk  factors for thrombotic 

events. For this, blood samples were submitted to genotyping by PCR-based  methods  and 

serum dosages of folic acid, vitamin B12 and homocysteine. All genetic markers were in 

Hardy-Weinberg equilibrium. There was significant difference between the genders in the 

serum  homocysteine values, where the males had a higher dosage. A positive significant 

correlation  was  also  evidenced  between  recurrent  thrombosis  and  homocysteine  levels 

(p=0.006). A significant association  with  risk of recurrence was found for man (odds ratio 

(OR) = 4.214; 95% confidence interval (CI) = 1.180-15.048, p=0.020), while decrease in this 

risk was found for women (odds ratio (OR) = 0.237; 95% confidence interval (CI) = 0.066- 

0.847, p=0.020). Physical  activity was  also  significantly associated  with  reduced  risk  of 

cerebral venous thrombosis (CVT) (odds ratio (OR) = 0.531; 95% confidence interval (CI) = 

1.056-8.292, p=0.035). Analyzed separately, each one of the studied polymorphisms had no 

influence on serum dosage variability, but when the interaction of the three polymorphisms 

was performed by MANOVA, results were significant for homocysteine (p=0.000). In these 

interaction analyses, there were differences between CBS DD and ID genotypes (p=0.002); 

MTHFR 677 CC and CT genotypes (p=0.000); and MTHFR  1298 AA and AC genotypes 

(p=0.11), where all heterozygous had higher values. Thromboses are events of multigenic and 

multifactorial etiopathogenesis, where the risk of disease manifestation associated with each 

single genetic alteration is relatively low, but the presence of mutations in several genes 



significantly increases  this  risk.  Thus,  our  results  indicate  that  interactions  among  these 

polymorphisms  can affect serum levels of homocysteine, where heterozygosis could be an 

indicator of risk factor for vaso-occlusive episodes. 

 

Keywords: inherited thrombophilias, genetic polymorphisms, homocysteine 
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 1. INTRODUÇÃO 

 

 1.1. Hemostasia 

 

Do grego, haimóstasis (háima – sangue / stásis – estase), hemostasia significa parada 

do fluxo de  sangue, ou seja, interrupção de sangramentos provenientes de lesão vascular e 

restauração do fluxo sanguíneo normal. O sistema hemostático é composto por uma sequência 

de eventos integrados e complexos que envolvem vasos sanguíneos, plaquetas, proteínas da 

coagulação, fibrinólise e anticoagulantes naturais (ZAGO et al., 2001). 

O endotélio vascular e as plaquetas são os componentes da hemostasia primária. As 

células endoteliais constituem a superfície interna dos vasos sanguíneos e sintetizam proteínas 

como o colágeno e fator de von Willebrand (FvW), que formam uma matriz extracelular – o 

subendotélio. As plaquetas são pequenos fragmentos de células derivados do megacariócito 

(DAVI & PATRONO,  2007).  A membrana plaquetária  é  coberta por  uma variedade de 

receptores: integrinas (αIIbβ3, α2β1), receptores com domínios repetidos  ricos em leucina 

(Glicoproteína Ib/IX/V), receptores acoplados a proteína-G (PAR-1 e PAR-4 receptores de 

trombina, P2Y1 e P2Y12 receptores de ADP, TPα e TPβ receptores de tromboxano A2), 

proteínas pertencentes à superfamília de imunoglobulinas (Glicoproteina VI) (RIVERA et al., 

2009) (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Principais receptores plaquetários e seus ligantes (Adaptado RIVERA et al., 2009) 
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O citoplasma das plaquetas contém um sistema tubular denso, citoesqueleto, RNA, 

algumas mitocôndrias e grânulos denominados corpúsculos densos (ricos em nucleotídeos 

ADP e  ATP,  serotonina,  histamina  e  cálcio)  e  grânulos-α  (Fator  de  von  Willebrand, 

fibrinogênio, Fator V, Fator de crescimento derivado de plaqueta) (RIVERA et al., 2009). 

A hemostasia primária  tem  início  quando  as  plaquetas  reconhecem  a  matriz 

subendotelial   exposta  por  uma  injúria  vascular  (THIJS  et  al.,  2012).  Os  receptores 

glicoproteína  Ib/IX/V das  plaquetas  se  ligam  ao  fator  de von  Willebrand,  enquanto os 

receptores glicoproteína VI se ligam ao colágeno, dando início à adesão plaquetária na parede 

do vaso (NUYTTENS et al., 2011). Após a fase de iniciação, ocorre a fase de extensão com 

ativação  plaquetária  (sinalização  intracelular  principalmente  pela  ligação  entre  receptor 

Glicoproteína VI e colágeno) e  recrutamento de plaquetas adicionais no local da lesão por 

liberação de agonistas incluindo o ADP, tromboxano A2, epinefrina e trombina (RIVERA et 

al., 2009) . A fase final de estabilização do tampão  plaquetário ocorre após ativação das 

integrinas, sobretudo a αIIbβ3 (também conhecida como Glicoproteína IIb/IIIa), que se liga ao  

fibrinogênio  e  ao  fator  de  von  Willebrand.  A  integrina  α2β1  ativada  conecta-se  ao 

colágeno (GIBBINS, 2004) (Figuras 2 e 3). 

 

 

Figura 2: Estágios  de  desenvolvimento  do  trombo  plaquetário  em um sítio de  injúria  
vascular (Adaptado GIBBINS, 2004) 
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Figura 3: Fase final da formação do tampão plaquetário (Adaptado BORISSOFF et al., 2011) 

 

Após essa sequência de eventos, tem início a hemostasia secundária composta pela 

interação entre os fatores da coagulação, para formação de fibrina. Esta última é responsável 

pelo fortalecimento do tampão plaquetário (ZAGO et al., 2001). 

Para explicar essa interação entre os fatores da coagulação na hemostasia secundária, 

MACFARLANE  e  DAVIE  &  RATNOFF  propuseram,  em  1964,  um  modelo  em  

cascata segundo o qual a  coagulação ocorre por meio de ativação proteolítica sequencial 

de pró- enzimas por proteases do plasma, resultando na formação de trombina que, então, 

converte a molécula de fibrinogênio em fibrina (Figura 4). 
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Figura 4: Modelo da cascata de coagulação proposto na década de 1960 (Fonte: ZAGO et al., 
2001) 

 

Nesse modelo, a coagulação é dividida em uma via extrínseca (envolvendo elementos 

do sangue e também elementos que usualmente não estão presentes no espaço intravascular), 

e  uma  via  intrínseca  (iniciada  por  componentes  presentes  no  espaço  intravascular),  que 

convergem para uma via comum, a partir da ativação do fator X (FX). Na via extrínseca, o 

fator VII plasmático é ativado na presença de seu cofator, o fator tecidual (FT), formando o 

complexo fator VII ativado/FT (FVIIa/FT), responsável pela  ativação do fator X. Na via 

intrínseca,  a  ativação  do  fator  XII ocorre  quando  o  sangue  entra  em  contato  com  uma 

superfície  contendo cargas  elétricas  negativas.  Tal  processo  é denominado  "ativação  por 

contato" e requer ainda a presença de outros componentes do plasma: pré-calicreína (uma 

serinoprotease) e cininogênio de alto peso molecular (um cofator não enzimático). O fator XII 

ativado (FXIIa) ativa o fator XI  que, por sua vez, ativa o fator IX. O fator IX ativado, na 
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presença de fator VIII ativado por traços de trombina, e em presença e íons cálcio (complexo 

tenase),   ativa   o   fator   X   da   coagulação,   desencadeando   a   geração   de   trombina   e, 

subsequentemente, formação de fibrina (FERREIRA et al., 2010). 

Apesar do conceito da "cascata" da coagulação  ter representado um modelo bem 

sucedido e um avanço significativo no entendimento da coagulação, observações 

experimentais e clínicas mais recentes demonstram que a hipótese da cascata não reflete 

completamente os eventos da hemostasia in vivo (HOFFMAN, 2003). Muitos 

investigadores reconhecem que o modelo da cascata possui sérias falhas em relação ao 

modelo fisiológico da coagulação e que as vias extrínseca e intrínseca podem não operar 

como vias independentes e redundantes, como empregado neste modelo (MONROE et 

al., 2009; RIDDEL et al., 2007) . Foi reconhecido também, em estudos prévios da 

coagulação, que as células têm participação importante neste processo e que a hemostasia 

normal não é possível na ausência do fator tecidual (FT) associado às células e plaquetas. 

O entendimento atual do processo hemostático considera a inter-relação dos processos 

físicos, celulares e bioquímicos que atuam em uma série de estágios ou fases, e não em duas 

vias (intrínseca e extrínseca) como antes. As fases de iniciação, amplificação, propagação e 

finalização,  compreendem  a  atual  teoria  da  coagulação  baseada  em  superfícies  celulares 

(FERREIRA et al., 2010). 

A coagulação  é  desencadeada  pela  exposição  do  sangue  a  componentes  que 

normalmente não estão presentes no interior dos vasos, em decorrência de lesões estruturais 

(lesão  vascular)  ou  alterações  bioquímicas  (liberação  de  citocinas).  Qualquer  que  seja  o 

evento desencadeante, o início da coagulação do  sangue se faz mediante expressão do seu 

componente crítico, o fator tecidual, e sua exposição ao espaço  intravascular (FRANCO, 

2001). O FT é uma proteína transmembrânica não expressa constitutivamente nas células 

endoteliais, mas presente nas membranas das células ao redor do leito vascular, como células 

do músculo liso e fibroblastos (FURIE & FURIE, 2008) (Figura 5). 
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Figura 5: Componentes do vaso sanguíneo na formação do trombo: colágeno hemostasia 
primária/ Fator tecidual hemostasia secundária (Adaptado FURIE & FURIE, 2008). 

 

O fator tecidual funciona como receptor para o fator VII da coagulação, ativando-o. O 

complexo formado pelo fator VII ativado (FVIIa) e FT tem como substratos principais o fator 

IX e o fator X, cuja  clivagem resulta na ativação de ambos. O FXa, associado com o seu 

cofator, FVa (pode ser ativado pelo próprio FXa ou por proteases não coagulantes) forma um 

complexo denominado protrombinase na superfície da célula que expressa o FT (Figura 6) . 

Esse complexo converte pequenas quantidades de protrombina (fator II) em trombina, que são 

insuficientes para completar o processo de  formação do  coágulo de fibrina, mas são  de 

fundamental  importância para a  fase de  amplificação  da  coagulação  (FERREIRA  et  al., 

2010). 
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Figura 6: Fase de iniciação da coagulação (Adaptado BORISSOFF et al., 2011) 

 

A pequena quantidade de trombina produzida na fase de iniciação é responsável por 

ativação das  plaquetas para que sejam expostos os receptores e sítios de ligação para os 

fatores da coagulação ativados  e  liberação de fibrinogênio e fator V dos grânulos-α. Essa 

produção de trombina promove também a ativação dos cofatores FV e FVIII e do Fator XI na 

superfície das plaquetas ativadas – fase de amplificação (Figura 7).   Na fase de propagação 

(Figura 7), a ligação entre FIXa e FVIIIa forma o complexo tenase que promove a ativação 

do Fator X. Esse aumento na quantidade do FXa juntamente com aumento do FVa  forma um 

complexo protrombinase mais eficiente na conversão de grande quantidade de protrombina 

em trombina. Esta  última é responsável pela clivagem do fibrinogênio em monômeros de 

fibrina, que polimerizam para  consolidar o tampão plaquetário inicial (BORISSOFF et al., 

2011). 
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Figura 7: Fase de amplificação e propagação (Adaptado BORISSOFF et al., 2011) 

 

As fases de iniciação, amplificação e propagação da coagulação também podem ser 

visualizadas na representação feita por FERREIRA et al. (2010 ) (Figura 8). 
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Figura 8: Modelo da coagulação baseado em superfícies celulares (Fonte: FERREIRA et al., 
2010) 

 

Na fase  de  finalização,  a  ação  dos  anticoagulantes  naturais  limita  o  processo  de 

coagulação   evitando  a  oclusão  trombótica  do  vaso.  Essas  proteínas  que  atuam  como 

anticoagulantes naturais são o inibidor da via do fator tecidual, a proteína C, a proteína S e a 

antitrombina.  O  inibidor  da  via  do  fator  tecidual  (TFPI)  é  uma  proteína  secretada  pelo 

endotélio, que forma um complexo quaternário FT/FVIIa/FXa/TFPI que inativa os fatores da 

coagulação ativados. A proteína C, ativada pela trombina,  inibe  a coagulação clivando e 
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inativando os fatores Va e VIIIa. Este processo é potencializado pela proteína  S que atua 

como um cofator não enzimático nas reações de inativação. A antitrombina inibe a atividade 

da  trombina e outras serino-proteases como FIXa, FXa, FXIa e FXIIa (FERREIRA et al., 

2010). 

A fibrinólise, outro  evento  que  compõem  o  sistema  hemostático,  tem  um  papel 

importante na dissolução do coágulo e na manutenção do sistema vascular pérvio. O sistema 

fibrinolítico (Figura 9) é composto pelo plasminogênio, uma proenzima inativa, que pode ser 

convertida a enzima ativa plasmina que degrada a fibrina em produtos de degradação solúveis 

da fibrina.  Dois ativadores  de  plasminogênio  são  identificados  no  sangue:  ativador  do 

plasminogênio tipo tecidual (t-PA) e o ativador do plasminogênio tipo uroquinase (u-PA). O 

controle negativo do sistema fibrinolítico ocorre em nível desses ativadores mediante ação de 

inibidores  específicos  como  o  PAI-1  (PAI  –  inibidor  do  ativador  do  plasminogênio)  e 

diretamente sobre os níveis de plasmina através da α2-antiplasmina (RIJKEN & LIJNEN, 

2009). O inibidor da fibrinólise ativado pela trombina (TAFI) é capaz de inibir a fibrinólise 

por remover resíduos de lisina da molécula de fibrina durante o processo de lise do coágulo, 

modificando assim o substrato (ZAGO et al., 2001). 
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Figura 9: Degradação da fibrina pelo sistema fibrinolítico. O plasminogênio é ativado pelo 
ativador do  plasminogênio tipo tecidual (t-PA) ou ativador do plasminogênio tipo uroquinase 
(u-PA). Essas enzimas são reguladas pelo inibidor do ativador do plasminogênio-1 (PAI-1). 
A plasmina degrada a fibrina em produtos solúveis de degradação da fibrina (PDF) e é 
regulada pela α2-antiplasmina (a2- AP). A trombina não  somente converte fibrinogênio em 
fibrina, mas também ativa o inibidor da fibrinólise ativado pela trombina (TAFI), que inibe a 
fibrinólise pela modificação do substrato fibrina. (Adaptado RIJKEN & LIJNEN, 2009). 

 

 1.2. Trombofilia 

 
Trombofilia  é  a  tendência  em  desenvolver  trombose  venosa,  ou  ocasionalmente, 

arterial  (revisado por MIRANDA-VILELA, 2012). A fisiopatologia da trombose é baseada 

na tríade de Virchow, teoria elaborada pelo patologista alemão Rudolf Virchow. A tríade é 

composta por três categorias de fatores que contribuem para trombose: lesão endotelial, 

alterações no fluxo sanguíneo e alterações nos constituintes do sangue (RASCHE, 2001). 

No mecanismo de desenvolvimento do tromboembolismo venoso (TEV), a estase 

(alterações no fluxo sanguíneo) e o estado de hipercoagulabilidade (alterações nos 

constituintes do sangue) têm  participação efetiva (PREVITALI et al., 2011). A trombose 

venosa pode ocorrer em qualquer sítio do sistema venoso, sendo a manifestação clínica mais 

comum a trombose venosa profunda de membros inferiores com ou sem embolismo pulmonar. 

A trombose pode também envolver sítios raros como na trombose venosa cerebral, trombose 

mesentérica, trombose de membros superiores, trombose retiniana (MARTINELLI et al., 

2008). 

A fisiopatologia da trombose arterial difere da venosa e ocorre geralmente após erosão 

ou ruptura de uma placa aterosclerótica (lesão endotelial). A isquemia cardíaca e o acidente 

vascular  cerebral  (AVC)  são  as  manifestações  clínicas  mais  severas  de  aterotrombose 

(PREVITALI et al., 2011). 

 1.2.1.  Fatores Desencadeantes 

 

A trombose é uma patologia de caráter multifatorial (em GUIMARÃES et al., 2009). 

Ela não se manifesta somente devido a um simples fator de risco, mas da interação entre 

fatores de riscos ambientais e genéticos (VOSSEN et al., 2005). É uma doença multigênica, em 

que diferentes mutações em diferentes genes  interagem entre si e com fatores ambientais para 

provocar o  evento  (MIRANDA-VILELA, 2012). Portanto,  em  contraste com  as doenças 

monogênicas,  em  que  mutações  em  um  único  gene  resultam  em  doença,  nas  doenças 
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multigênicas o risco de manifestação da doença, associado a cada alteração genética isolada é 

relativamente baixo, porém  a presença de mutações em vários genes aumenta 

significativamente esse risco (FRANCO, 2001; GUIMARÃES et al., 2009). 

Os fatores de risco ambientais (adquiridos) para o tromboembolismo venoso diferem 

daqueles para  trombose arterial. Assim, os principais fatores de risco ambientais para TEV 

são  imobilização,  cirurgia,  trauma,  gravidez,  puerpério,  doença  maligna  e  medicamentos 

(terapia de reposição hormonal,  anticoncepcional oral, tamoxifeno) (ROSENDAAL, 1999), 

enquanto aqueles para trombose arterial incluem particularmente hiperlipidemia, tabagismo, 

diabetes, hipertensão e obesidade (GODOY, 2009). A síndrome do anticorpo antifosfolípide 

(SAAF) é outra condição adquirida sistêmica, de natureza autoimune, e caracterizada por 

tromboses recorrentes no sistema venoso, arterial ou ambos, estando também associada com 

morte fetal e abortos espontâneos recorrentes (GONÇALVES et al., 2010; SANTAMARIA et 

al., 2005). 

O TEV atinge em média 1 indivíduo adulto por 1000 habitantes/ano. Em cerca de 40% 

dos indivíduos  atingidos é possível identificar uma trombofilia hereditária, geralmente em 

associação  a  um  ou  mais  fatores  de  risco  ambientais  (FONSECA  &  AMARO,  2008; 

FRANCO, 2001). A trombofilia hereditária é geralmente decorrente de fatores genéticos que 

alteram as proteínas envolvidas no processo de coagulação sanguínea como a deficiência do 

anticoagulante  natural  antitrombina  (EGEBERG,  1965),  deficiência  de   proteína  C  e 

deficiência de proteína S (SCHWARZ, 1984), mutação G1691A no fator V (Fator V Leiden) 

e mutação G20210A no gene da protrombina (FONSECA & AMARO, 2008). 

No caso da trombose arterial, o papel da trombofilia hereditária não está bem definido. 

Os estudos  realizados não permitiram estabelecer uma relação consistente entre trombofilia 

hereditária e  risco de trombose arterial. No entanto, a hiperhomocisteinemia  (elevação 

anormal  das  concentrações  plasmáticas   de  homocisteína)  e  a  síndrome  do  anticorpo 

antifosfolípide (SAAF) são fatores de risco já documentados (FONSECA & AMARO, 2008). 

A hiperhomocisteinemia  é  um  fator  de  risco  misto  para  trombose,  pois  pode  ser 

herdada ou adquirida. Os aumentos nos níveis de homocisteína são tipicamente causados por 

defeitos genéticos nas enzimas que participam do seu metabolismo, Metilenotetrahidrofolato 

Redutase  (MTHFR)  e  Cistationina  β-Sintetase  (CBS),  ou  por  deficiência  nutricional  de 

vitaminas co-fatores como ácido fólico, vitamina B12  (cianocobalamina) e B6 (piridoxina) 

(PAPA et al., 2001). A homocisteína tem efeito tóxico nas células endoteliais prejudicando a 

geração de óxido nítrico e prostaciclina; aumenta à adesão plaquetária, ativa fator V, induz a 

atividade do fator tecidual e inibe o ativador do plasminogênio tipo tecidual (PREVITALI et 
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al.,  2011). Deste modo, polimorfismos nos genes da MTHFR e CBS  podem influenciar 

trombofilias venosas e  arteriais, particularmente em indivíduos jovens (idade inferior a 50 

anos) e na ausência de fatores de riscos ambientais. 

 1.2.2.  Diagnóstico 

 
O rastreio  laboratorial  para  diagnóstico  das  trombofilias  deve  ser  realizado  nos 

seguintes casos: pacientes com o primeiro episódio de TEV antes dos 40-50 anos, pacientes 

com  trombose  recorrente  ou  trombose  espontânea,  história  familiar  de  trombose  venosa 

profunda documentada em idade inferior a 50 anos, trombose venosa em local pouco comum 

(trombose venosa cerebral, trombose mesentérica, trombose hepática) (HEIT, 2007). 

Apesar dos defeitos trombofílicos poderem causar várias complicações obstétricas, 

como dificuldade para engravidar, gestações  complicadas,  retardo  do  crescimento  fetal, 

abortamentos e perdas fetais (revisto em MIRANDA-VILELA, 2012), só é recomendado 

nesses casos a investigação laboratorial para SAAF (BATES et al., 2012). 

Na investigação de trombofilia, devem ser realizados os seguintes exames: hemograma 

completo, que permite o rastreio de síndrome mieloproliferativa; investigação de SAAF, 

dosagem de Proteína C e S e Antitrombina; resistência à proteína C ativada e Factor V Leiden; 

mutação G20210A do gene da Protrombina; dosagem de homocisteína, ácido fólico, 

vitaminas B12 e B6 (FONSECA & AMARO, 2008). 

Na investigação de SAAF, é realizada a pesquisa de anticoagulante lúpico, anticorpo 

anticardiolipina e anti-B2glicoproteína1, porém para o diagnóstico não é necessário 

positividade nos três exames. O diagnóstico é realizado na  presença  do  quadro  clínico 

(trombose venosa ou arterial e/ou abortamento/perda fetal) juntamente com um dos exames 

laboratoriais positivos. O exame deverá ser confirmado através de repetição em um intervalo 

de no mínimo doze semanas (GIANNAKOPOULOS & KRILIS, 2009). 

As proteínas C  e  S  estão  diminuídas  no  evento  agudo  e  durante  o  uso  de 

anticoagulantes  orais (inibidores de vitamina K), portanto só deverão ser dosadas após um 

período de no mínimo seis semanas após o evento ou suspensão da medicação (HEIT, 2007). 

A  proteína  S  pode  estar  diminuída  também  na  gestação  e  durante  tratamento  hormonal 

(FONSECA & AMARO, 2008). Outro anticoagulante  natural que pode estar diminuído no 

evento agudo é a antitrombina que pode ter seus níveis diminuídos  também pelo uso de 

heparina. Uma vez alterado, o exame de dosagem de proteína C ou S ou antitrombina deve ser 

repetido para confirmação (HEIT, 2007). 
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Os exames de pesquisa genética como o Fator V Leiden e mutação no gene do Fator II 

não sofrem  as  influências  acima,  podendo  ser  realizados  em  qualquer  momento.  Para 

dosagem sérica de homocisteína, ácido fólico e vitaminas B12 e B6, a coleta de sangue total 

deve ser realizada em jejum (FONSECA & AMARO, 2008).  

 1.2.3.  Tratamento 

 

O tratamento da trombose venosa aguda é realizado com heparina não fracionada ou 

heparina de baixo peso molecular seguida por anticoagulante oral (inibidores de vitamina K) 

(VANES et al., 2011). Comumente, a heparina de baixo peso molecular é preferida devido à 

maior  facilidade  no  manuseio  uma   vez   que  é  administrada  por  via  subcutânea  sem 

necessidade   de   monitorização   laboratorial.   A   heparina   não   fracionada   tem   via   de 

administração endovenosa por infusão contínua com requisição de manejo da dose de acordo 

com o exame de TTPa (Tempo de Tromboplastina Parcial ativada) (BATES & GINSBERG, 

2004). 

A dose do antagonista de vitamina K deve ser ajustada de acordo com o INR alvo 

(índice internacional normalizado) que deve estar entre 2,0 e 3,0 (BATES & GINSBERG, 

2004). Com o surgimento dos novos anticoagulantes orais, os inibidores de vitamina K podem 

ser menos  utilizados no futuro, uma vez que as novas opções não requerem monitorização 

laboratorial. A dabigatrana,  um inibidor direto da trombina, é administrada como uma pró- 

droga, o etexilato de dabigatrana (VANES et al., 2011). Outra nova opção aos antagonistas de 

vitamina K é a rivaroxabana, um inibidor do Fator Xa (BAUERSACHS, et al., 2010). 

Em geral,  a duração da anticoagulação  é de três a seis meses.  Para os casos de 

episódios recorrentes ou espontâneos a anticoagulação pode ser realizada por um ano (SNOW et 

al., 2007). Para os pacientes com diagnóstico de SAAF a anticoagulação deve ser perene devido 

ao alto risco de recorrência (GIANNAKOPOULOS & KRILIS, 2009). 

Nos  pacientes  com  diagnóstico  de  deficiência   dos  anticoagulantes   naturais  a 

anticoagulação  perene deve ser considerada em caso de trombose recorrente, um evento 

trombótico com risco de vida ou histórico familiar significante de trombose. Em caso de um 

simples evento trombótico (sem risco de vida), a duração da anticoagulação deve ser de seis 

meses  a  um  ano.  Em  casos  de  gravidez  ou  cirurgia  deve  ser  realizada  anticoagulação 

profilática. O uso de estrógenos deve ser evitado (GREER et al., 2009). 
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Nos pacientes em que após o primeiro evento trombótico for identificado heterozigose 

no Fator V  Leiden ou heterozigose para a mutação no gene da protrombina deverão ser 

tratados como os pacientes sem trombofilia. Nos pacientes em que houver a presença de dupla 

heterozigose  ou  homozigose  deverão  ser  considerados  para  anticoagulação  perene  assim 

como os pacientes que apresentarem trombose recorrente ou  um evento com risco de vida. 

Assim como na deficiência dos anticoagulantes naturais, anticoagulação profilática deve ser 

administrada em situações de risco para trombose e o uso de estrógenos também deve ser 

evitado (GREER et al., 2009). 

A  continuidade  da  anticoagulação  deve  sempre  ser  avaliada  entre  o  risco  de 

sangramento  com a medicação e o benefício em relação ao risco de recorrência do evento 

trombótico. D-dímero alterado  detectado na dosagem realizada um mês após o término da 

anticoagulação tem uma significante incidência  de recorrência do TEV (PALARETI, et al., 

2006). Porém, o D-dímero deve ser analisado em conjunto com os fatores de risco clínico 

como o sexo e idade (BAGLIN et al., 2008 e COSMI et al., 2010). 

Recentemente, foi realizado um estudo que elaborou o DASH score para avaliar a 

recorrência do evento trombótico: D-dímero +2, idade < 50 anos +1, sexo masculino +1, uso 

de hormônio no momento do TEV -2. O estudo sugere que pacientes com DASH menor ou 

igual a um tem um risco de recorrência baixo  o suficiente para justificar a suspensão da 

anticoagulação após 3 a 6 meses de tratamento. Pacientes com DASH maior ou igual a dois 

tem um risco de recorrência maior que pode justificar a continuidade da anticoagulação. 

Outro método que parece estabelecer o risco de recorrência é a avaliação de trombose 

venosa residual pelo ultrassom cuja presença confere um risco maior de repetição do evento. 

Entretanto, nem os níveis de D-dímero nem a trombose residual são métodos precisos para 

predizer  que  pacientes  apresentarão  TEV  após  o  término  do  tratamento  anticoagulante 

(SINESCU et al., 2011). 

 

 1.3. Homocisteína e polimorfismos nos genes da MTHFR e CBS 

 

A homocisteína  (Hcy)  é  um  pequeno  aminoácido  sulfidrílico  formado  durante  o 

metabolismo da  metionina. É inicialmente derivada da desmetilação da metionina; a partir 

daí, a metabolização segue uma  de  duas vias: remetilação ou transulfuração. O ciclo de 

remetilação   é   catalisado   pelas   enzimas   metionina   sintetase   (MS   −   EC   2.1.1.13)   e 

metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR − EC 1.5.1.20).  Neste ciclo, a homocisteína é 
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reciclada a metionina, adquirindo um grupo metil doado pelo metiltetrahidrofolato, processo 

que utiliza folato e vitamina B12 como co-fatores. No ciclo da transulfuração, a homocisteína 

condensa-se  com  a  serina  para  formar  cistationina,  numa  reação  catalizada  pela  enzima 

cistationina  β-sintetase  (CBS  −  EC  4.2.1.22),  que  usa  vitamina  B6  como  co-fator.  A 

cistationina   é   subsequentemente   hidrolisada   a   cisteína   (BYDLOWSKI   et   al,   1998; 

CARDOSO, 2009; PERSUHN et al., 2006; SACHDEV, 2004) (Figura 10). A deficiência na 

conversão da homocisteína em cistationina constitui fator de risco para doenças vasculares, 

incluindo a  doença arterial coronariana, o tromboembolismo venoso e o acidente cerebral 

vascular (BONINI-DOMINGOS, et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Metabolismo da Homocisteína (Adaptado de CARDOSO, 2009) 

 

A hiperhomocisteinemia é um fator de risco independente para trombose venosa e 

arterial (PAPA et al., 2001). Sua patogênese é complexa, uma vez que variáveis genéticas e 

ambientais interagem para  determinar os níveis plasmáticos de Hcy (BUCHANAN et al., 

2003; FRANCO, 2001; MARCUCCI et al., 2003). A Hcy plasmática total em jejum varia de 

5 a 15 µM/L no adulto normal, sendo considerada hiperhomocisteinemia grave aquela acima 

de 100 µM/L. O defeito genético leva à manifestação clínica de homocistinúria e o quadro 

adquirido  tem  associação  com  eventos  obstrutivos  coronarianos  e  vasculares  periféricos, 

inclusive retinianos (MISAWA et al., 2008). 

Várias formas de hiperhomocisteinemia são causadas por defeitos genéticos ou não 

genéticos, ou ainda pela combinação de ambos (PERSUHN et al., 2006) e a extensão exata da 
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herdabilidade desse traço permanece questionável (BUCHANAN et al., 2003). 

Aproximadamente 5% da população geral exibem níveis mais altos do que os normais de Hcy 

e a prevalência  no  meio de pacientes que apresentam trombose venosa é de cerca de 10% 

(BUCHANAN et al., 2003). Causas adquiridas incluem deficiências nutricionais de vitamina 

B6, vitamina B12 ou folato, idade avançada, insuficiência renal crônica e uso de antifólicos 

(FRANCO, 2001; PERSUHN et al., 2006). Defeitos  genéticos  envolvem deficiências das 

enzimas MTHFR e CBS, de herança autossômica recessiva, sendo, portanto, um erro inato do 

metabolismo  da  homocisteína  (BYDLOWSKI  et  al,  1998;  DUQUE  &  MELLO,  2003; 

FRANCO, 2001; MARCUCCI et  al., 2003; PERSUHN et al., 2006). Logo, deficiências 

hereditárias ou adquiridas, tanto na via de remetilação quanto na via de transulfuração da Hcy, 

resultam  em  níveis  plasmáticos  elevados  deste  aminoácido  e  na   síndrome  clínica  da 

hiperhomocisteinemia  ou  homocistinúria  (BYDLOWSKI  et  al.,  1998;  FRANCO,  2001; 

MARCUCCI et al., 2003; PERSUHN et al., 2006). 

Várias mutações nos genes da MTHFR e CBS já foram identificadas. Na maioria das 

vezes são mutações raras, cujas consequências clínicas manifestam-se apenas em homozigose, 

condição em que os pacientes apresentam quadro clínico complexo, caracterizado por déficits 

neurológicos  variados,  retardo  psicomotor,  convulsões,  doença  arterial  prematura  e  TEV 

(FRANCO, 2001). Em contraste com a raridade  desses defeitos, duas mutações de sentido 

trocado nos genes da MTHFR (C677T e A1298C) e da CBS  (G919A e T833C) e  uma 

inserção de 68 pb no gene da CBS (844ins68) são prevalentes e portanto, merecem destaque 

para o aumento do risco TEV e de doença arterial prematura (FRANCO, 2001; MARCUCCI 

et al., 2003; OMIM +236200). 

A  anormalidade  genética  mais  comum  no  metabolismo  da  homocisteína  é  uma 

substituição no nucleotídeo 677 (C677T) no gene que codifica a enzima MTHFR, tornando-a 

cerca  de  50%  menos  ativa  (SACHDEV,  2004).  O  gene  da  MTHFR  está  localizado  no 

cromossomo 1p36.3 e o polimorfismo C677T  é  encontrado em aproximadamente 12% da 

população em geral, com variações entre 5% a 18% (TONETTI et al., 2003). A transição de 

uma citosina (C) para uma timina (T) no nucleotídeo 677 resulta na substituição  de uma 

alanina (GCC) por uma valina (GTC) na posição 222 (Ala222Val) e gera uma variante 

termolábil da enzima (FROSST et al., 1995). A homozigose 677TT tem sido associada com 

redução  da  atividade  da   MTHFR,  dos  níveis  plasmáticos  de  folato  e  elevação  das 

concentrações plasmáticas de Hcy (hiperhomocisteinemia leve e moderada). No entanto, seu 

papel como fator de risco para TEV e doença cardiovascular ainda é controverso (FRANCO, 

2001; FROSST et al., 1995; PERSUHN et al., 2006; TONETTI et al., 2003). 
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O genótipo termolábil (677TT) tem sido associado com níveis mais elevados de Hcy, 

mas nem  sempre  com doença trombótica. Adicionalmente, muitos pacientes homozigotos 

apresentam níveis normais de Hcy no plasma e já foi demonstrado que a expressão fenotípica 

de MTHFR é fortemente dependente da disponibilidade do folato, sugerindo que homozigotos 

para o genótipo termolábil podem ter uma exigência mais elevada do folato do que indivíduos 

com  o  genótipo  selvagem  (677CC).  Uma  explicação  possível  é  que   muitos  estudos 

envolveram grande número de pacientes com níveis de folato adequados e, consequentemente, 

com concentrações normais de Hcy (MAKRIS, 2000). 

Um segundo  polimorfismo  genético  do  gene  da  MTHFR  -  A1298C  -  resulta  na 

substituição de  glutamato (Glu ou E) por alanina (Ala ou A) na posição 429 da enzima 

(Glu429Ala ou E429A). É observado em aproximadamente 10% dos indivíduos e tem sido 

associado  com  redução  da  atividade  enzimática  (TONETTI  et  al.,  2003).  No  entanto, 

isoladamente, tal polimorfismo não conduz a uma deficiência enzimática severa e não parece 

estar associado à hiperhomocisteinemia ou a níveis plasmáticos reduzidos de folato. Por outro 

lado, a  combinação  em  heterozigose  de ambos  os  polimorfismos  da  MTHFR  (C677T  e 

A1298C) conduz a características similares àquelas observadas nos homozigotos 677TT, e tem 

sido associada à atividade enzimática reduzida, diminuição dos níveis de folato no plasma e 

hiperhomocisteinemia (FRANCO, 2001; VAN DER PUT et al., 1998). 

O gene para CBS está localizado no cromossomo 21q22.3 e já foram identificadas mais 

de 130 mutações para esse gene. A maioria delas é de sentido trocado, levando à substituição 

de um aminoácido (Genetics Home Reference, 2008; CBS Mutation Database, 2009). Duas 

dessas mutações ocorrem no éxon 8 e merecem destaque por terem sido identificadas como 

prevalentes em casos clínicos de homocistinúria:  G919A e T833C. A transição G919A resulta 

na substituição de uma glicina (G) por uma serina (S) na posição 307 da proteína (G307S), 

enquanto a transição T833C resulta na substituição de uma isoleucina (I) por uma treonina (T) 

no códon 278 (I278T)  (HU et al., 1993; TSAI et al., 1996; OMIM +236200). Adicionalmente, 

outra mutação  comum no éxon 8,  que envolve uma inserção de 68 pb (844ins68), foi 

encontrada co-segregando em cis com a mutação CBS T833C. Isoladamente esta mutação não 

parece influenciar os níveis de Hcy ou o risco de TEV, mas em combinação com   a   mutação   

MTHFR   C677T   pode   conduzir   ao   aumento   de   risco   de   eventos tromboembólicos. 

Apesar de frequente em várias populações, a mutação CBS 844ins68 tem revelado grande 

variabilidade étnica e geográfica (FRANCO et al., 1998; FRANCO, 2001; FRANCO & 

REITSMA, 2001; TSAI et al., 1996). 
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A deficiência homozigótica de CBS é rara, sendo sua incidência estimada em 1 em cada 

344.000  nascimentos (OMIM +236200). No entanto, sua deficiência heterozigótica é 

relativamente comum e conduz à moderada elevação de Hcy, estando presente em 1 a cada 300  

indivíduos  (SACHDEV,  2004).  Pacientes  homozigotos  para  a  deficiência  de  CBS 

desenvolvem a clássica síndrome de homocistinúria, incluindo doença vascular prematura e 

tromboembolismo, retardo mental e anormalidades esqueléticas (BYDLOWSKI et al., 1998). 

A expressividade é variável para todos os sinais  clínicos. Duas variações fenotípicas são 

reconhecidas, homocistinúria responsiva à vitamina B6 e homocistinúria não-responsiva à 

vitamina  B6,  sendo  esses  fenótipos  relacionados,  respectivamente,  às  mutações  I278T 

(T833C)  e G307S (G919A). A homocistinúria  responsiva à vitamina B6 é tipicamente, mas 

nem sempre, mais suave do que a variação não-responsiva (KRAUS et al., 1999). 
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 2. JUSTIFICATIVA 

 

Os pacientes que apresentam trombose em idade jovem, trombose venosa em local 

pouco comum, histórico familiar de trombose, trombose recorrente ou trombose espontânea 

devem ser submetidos à investigação etiológica. A princípio, o resultado dessa investigação 

não altera o tratamento no evento agudo, porém é de extrema importância para o seguimento 

do paciente (HEIT, 2007). 

A importância na definição etiológica do TEV consiste em, sempre que possível, 

retirar os  fatores  de riscos ambientais quando identificados. Nas trombofilias hereditárias, 

como  não  há  a  possibilidade  de  anular  a  susceptibilidade  genética,  o  paciente  deve  ser 

orientado a não exposição aos fatores de riscos ambientais para trombose. Nos casos em que a 

exposição é inevitável deverão ser avaliados em relação à  administração de anticoagulante 

profilático para evitar novos episódios de trombose. 

Tendo  em  vista  que:  as  tromboses  são  eventos  de  etiopatologia  multigênica, 

constituindo na  atualidade uma das causas mais comuns de morbimortalidade (FRANCO, 

2001; RAMOS  et  al.,  2006)  e  que  a  presença  de  mutações  em  vários  genes  aumenta 

significativamente o risco de sua ocorrência, principalmente quando combinadas com fatores 

de risco adquiridos (FRANCO, 2001; GUIMARÃES et al., 2009); é de grande importância a 

realização de estudos que  possam contribuir para uma melhor compreensão da interação 

genótipo/ambiente  na  variabilidade  das   manifestações  fenotípicas  dessas  doenças.  Tal 

compreensão   poderá   fornecer   subsídios   para   um   tratamento   em   longo   prazo   mais 

individualizado e, consequentemente, mais eficaz dos portadores de trombofilias. 
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 3. OBJETIVO 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar os fatores preditivos de trombose através da 

análise dos polimorfismos nos genes MTHFR (C677T e A1298C) e Cistationina β-sintetase 

(844ins68 e T833C) e das dosagens de homocisteína, ácido fólico e vitamina B12 em 

pacientes com diagnóstico de trombose, com posterior investigação de uma possível 

associação entre tais polimorfismos com a alteração dessas dosagens e a variabilidade clínica 

da trombose.  
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 4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
A análise molecular  dos polimorfismos estudados neste trabalho foi  realizada  no  

Laboratório  de Genética do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília 

(UnB). As dosagens de homocisteína, ácido fólico e vitamina B12 foram realizadas no 

Laboratório Sabin. 

O projeto foi aprovado pelos Comitês de Ética da Secretaria de Estado da Saúde do 

Distrito Federal (Anexo 1) e da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília (Anexo 

2). Para a realização desta pesquisa foi elaborado um Termo de Consentimento  Livre e 

Esclarecido (TCLE) de acordo com as normas da resolução 196/96 do Conselho Nacional de 

Saúde (CNS) (Anexo 3). O TCLE foi lido e assinado pelos voluntários previamente à sua 

participação nesta pesquisa, na presença dos  pesquisadores responsáveis. No momento da 

anamnese,  foi  preenchido  pelos  pesquisadores  um  questionário  sobre  hábitos  de  vida, 

histórico familiar de trombose e doenças cardiovasculares, existência de infecção/inflamação 

e demais informações relevantes à investigação (Anexo 4). Os voluntários foram devidamente 

informados sobre o direito de solicitar qualquer informação durante a realização do trabalho, 

bem como, de abandonar a pesquisa a qualquer momento, se assim desejar, bastando para isso 

comunicar a decisão aos pesquisadores responsáveis. 

Os  voluntários  participantes  foram  provenientes  da  Rede  Hospitalar  Pública  do 

Distrito Federal, atendidos no serviço ambulatorial do Núcleo de Hematologia e Hemoterapia 

(NHH)  do  Hospital  de  Base  da  Secretaria  de  Estado  de  Saúde  do  Distrito  Federal.  Os 

participantes foram selecionados conforme os critérios de inclusão/exclusão. 

 4.1. Seleção dos pacientes 

 
Para a realização da pesquisa foram selecionados 85 pacientes com diagnóstico de 

trombose, em tratamento na Rede Hospitalar Pública do Distrito Federal. 

 4.1.1.  Critérios de Inclusão 

 
Foram  incluídos  na  pesquisa  pacientes  entre  14  e  56  anos  com  diagnóstico  de 

trombose. O diagnóstico da trombose foi realizado por profissional médico da especialidade 

correspondente  ao  local  acometido, sendo as  tromboses  venosas  cerebrais  e  acidente  

vascular cerebral diagnosticados pela neurologia, as tromboses venosas profundas pela cirurgia 

vascular, os casos de embolia pulmonar pela pneumologia. 
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 4.1.2.  Critérios de Exclusão 

 

Os pacientes portadores de neoplasia, doenças mieloproliferativas, síndrome nefrótica, 

síndrome do anticorpo antifosfolípide, imobilização prolongada e os pacientes incapazes de 

compreenderem os termos do TCLE foram excluídos da pesquisa. Para tal, foram realizadas 

pesquisas em prontuário médico e anamnese. 

 4.2. Coleta de amostra de sangue periférico 

 

Após a aceitação dos voluntários em participar da pesquisa, a anamnese e a assinatura 

do TCLE, foi realizada punção venosa com a coleta de dois tubos de sangue periférico (~4 

mL/tubo),  utilizando-se   agulhas  descartáveis  estéreis  e  tubos  Vacutainer  devidamente 

identificados com o número da amostra. Os tubos utilizados foram um contendo EDTA e o 

outro sem anticoagulante, ambos submetidos à centrifugação  a 1.500 rotações por minuto 

(rpm) durante 10 minutos. 

O tubo sem anticoagulante foi encaminhado ao Laboratório Sabin para as dosagens de 

ácido fólico, vitamina B12 e homocisteína logo após a coleta. A fração leucocitária formada no 

tubo com EDTA de cada amostra, foi transferida para um microtubo de 2 mL previamente 

enumerado. A esta alíquota, cuidadosamente removida com a ajuda de uma pipeta Pasteur, foi 

acrescentado aproximadamente igual volume de solução tampão de estocagem de eritrócitos 

(0,0598 M citrato trisódico; 0,02 M NaH2PO4, 0,0197 M Na2PO4, 40% de glicerol, pH 7,1). 

Após homogeneização, as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C. 

 

 4.3 Dosagens de Ácido Fólico, Vitamina B12 e Homocisteína 

 
As dosagens  de  ácido  fólico,  vitamina  B12  e  homocisteína  foram  realizadas  no 

Laboratório Sabin. A metodologia de quimioluminescência foi utilizada para os três exames. 

Os dois primeiros foram  realizados no aparelho  Siemens Centaur XP, com uso do Kit VB12 

para a dosagem de vitamina B12 e Kit Folate (FOL) para dosagem do ácido fólico. A dosagem 

de homocisteína   foi   realizada   no   equipamento   Siemens  - Immulite 2000 XPI - com 

o Kit Homocysteine.  
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 4.4 Extração de DNA 

 
A partir  da  fração  leucocitária  previamente  armazenada,  a  extração  de  DNA  foi 

realizada por  kit Blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), de acordo com as 

especificações do fabricante. O DNA extraído foi congelado a -20°C.  

 

 4.5 Estudo molecular (genotipagem) das mutações MTHFR C677T e A1298C; 
CBS 844ins68 e T833C 

 
A genotipagem foi realizada por meio de amplificação dos fragmentos de DNA por 

meio  da reação  em  cadeia da polimerase (PCR,  do  inglês  Polymerase  Chain  Reaction), 

seguida  de  corte  com  enzimas  de  restrição (exceto CBS 844ins68).  Os iniciadores  

(primers)  e  as  referências  dos   protocolos  utilizados  na  amplificação  do 

DNA/genotipagens estão apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Sequência de iniciadores (primers) e enzimas de restrição utilizadas nas análises dos 
polimorfismos dos genes MTHFR e CBS 

 

Gene/Mutação 
Localização 

cromossômica 
Sequências dos primers (iniciadores) 

Enzima 
de 

restrição 
Referência 

MTHFR C677T 

1p36.3 
5’-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’ 

5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’ 
HinfI Yi, et al., 2002 Sense 

Antisense 

MTHFR 
A1298C 

1p36.3 
5’-CAAGGAGGAGCTGCTGAAGA-3’ 

5’-CCACTCCAGCATCACTCACT-3’ 
MboII Yi, et al., 2002 Sense 

Antisense 

CBS 844ins68 

21q22.3 
5'-GTTGTTAACGGCGGTATTGG-3' 

5'- GTTGTCTGCTCCGTCTGGTT-3' 

−−−− 

Dutta et al., 
2005 

Sense 

Antisense 

CBS T833C 

BsrI Sense 

Antisense 
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Para ser  amplificado,   o  DNA  extraído  foi  quantificado  e  diluído   para  uma 

concentração de  40 ng/µL. Os iniciadores foram diluídos com água miliQ esterilizada para uma 

concentração de uso de 50 µM utilizando-se para base de cálculo a quantidade de nanomoles 

obtidos na síntese destes (dados fornecidos pelo fabricante). 

 4.5.1 Genotipagem MTHFR C677T e A1298C 

 

As  condições  da  mistura  que  foi  realizada  para  a  reação  de  PCR  da  MTHFR  

encontram-se na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Condições da mistura para reação de PCR da MTHFR 

 

Reagente Quantidade por tubo (µL) 

Água milli-Q 18,69 

Tampão 10X 3,67 

dNTP 10mM (concentração final de 0,2 mM de cada) 0,5 

MgCl2 50mM (concentração final de 1,5 mM) 0,6 

Primers C677T (sense e antisense) (concentração final de 0,3 µM - 

primers F e R misturados) 

0,15 (de cada) 

Primers A1298C (sense e antisense) (concentração final de 0,5 µM - 

primers F e R misturados) 

0,25 (de cada) 

Taq (2,5U) 0,25 

TToottaall  ddoo  MMiixx  2244,,1111  

DNA (40 ng) 1 µL (amostras diluídas para 

40 ng/µL) 

 

 

Após a mistura pipetada em microtubo previamente enumerado e homogeneizada com o 

DNA correspondente ao número identificado no microtubo, foi acrescentada uma gota de óleo  

mineral  para  evitar  a  evaporação  dos  reagentes.  O  microtubo  foi  então  fechado  e 

colocado no termociclador MJ PTC-100 (MJ. Research Inc., Waltham, MA 02451 USA). 

Para MTHFR, as condições da PCR envolveram uma desnaturação inicial do DNA a 

95°C por 8 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificação a 95°C por 1 minuto, 63°C por 1 

minuto  (anelamento), 72°C por 1 minuto (extensão) e uma extensão final a 72°C por 7 minutos. 
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Os produtos amplificados da MTHFR, de 198 (loco 677) e 128 (loco 1298) pb, foram 

digeridos com as endonucleases Hinf I e Mbo II nas condições apresentadas nas Tabelas 3 e 4. 

As duas reações foram encubadas a 37°C por 4 horas. 

 

Tabela 3: Quantidade dos reagentes empregados na digestão do produto da PCR da MTHFR 
C677T 

 

Reagente Volume por tubo (µL) 
Água mili-Q 13,4 
Tampão 10X 1,0 
HinfI 0,1 
Total do Mix 14,5 
Produto da PCR 5,0 (sem resíduo de óleo) 
Volume final 19,5 

 

Tabela 4: Quantidade dos reagentes empregados na digestão do produto da PCR da MTHFR 
A1298C 

 

Reagente Volume por tubo (µL) 
Água mili-Q 8,15 
Tampão 10X 1,0 
MboII 0,1 
Total do Mix 9,25 
Produto da PCR 5,0 (sem resíduo de óleo) 
Volume final 14,25 

 

 

Os produtos de PCR e os fragmentos de restrição foram visualizados após eletroforese 

em gel de  poliacrilamida 6% não-desnaturante a 150 mV (20-30 mA) durante 2 horas e 

coloração com nitrato de prata (Figura 11). 
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Figura 11: Genotipagem MTHFR C677T e A1298C (Fonte YI et al., 2002). A amplificação   
por PCR gerou dois fragmentos, de 198 pb e 128 pb, relativos, respectivamente, aos locos 677 
e 1298. (A) MTHFR C677T: o produto amplificado do genótipo 677CC permaneceu com 198 
pb, visto que o alelo selvagem não apresenta o sitio de restrição para enzima HinfI (YI et al., 
2002). A substituição, ao criar um sítio de restrição, gerou os fragmentos 175 pb e 23 pb 
(este último não retido no gel). Assim, o genótipo 677CT foi determinado pela presença de 
duas bandas, de 198 e 175 pb, enquanto o genótipo 677TT, de uma banda de 175 pb. (B) 
MTHFR A1298C: o genótipo 1298AA foi definido pela presença de uma única banda de 72 
pb; o genótipo 1298AC, pela presença de duas bandas, de 100 e 72 pb; e o genótipo 1298CC 
pela presença de uma única banda de 100 pb. O fragmento de 28 pb não foi retido no gel. As 
bandas de 139 e 59 pb presentes em todos os genótipos foram decorrentes da digestão do 
fragmento de 198 pb (loco 677) pela enzima MboII. 

 

 4.5.2 Genotipagem CBS 844ins68 e T833C 

 

A reação de PCR foi realizada conforme as condições mostradas na Tabela 5. 
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Tabela 5: Condições da mistura para reação de PCR da CBS 

 

Reagente Quantidade por tubo (µL) 

Água milli-Q 16,2 

Tampão 10X 2 

dNTP 10mM (concentração final de 0,2 mM) 0,4 

MgCl2 50mM (concentração final de 1mM) 0,4 

Primers (sense e antisense) (2,0 µM de cada primer) 0,4 de cada 

Taq (1 U) 0,2 

TToottaall  ddoo  MMiixx  2200  

DNA (75-100 ng) 2 µL (amostras diluídas para 40 ng/µL) 

 

 

As condições da PCR da CBS envolveram uma desnaturação inicial do DNA a 93°C por 

3 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificação a 94 °C por 45 segundos, 58°C por 40 segundos 

(anelamento), 72°C por 40 segundos (extensão) e uma extensão final a 72°C por 5 minutos. 

O produto da PCR foi visualizado em gel de poliacrilamida 6% não-desnaturante após 2 

horas a 150 mV (20-30 mA). Dois tipos de fragmentos foram obsevados: 171 pb, se alelo 

selvagem, e 239  pb, se alelo mutante (Figura 12-A). Visto que a mutação T833C segrega em 

cis com a 844ins68, para sua análise o produto da PCR da CBS foi submetido à digestão pela 

enzima BsrI (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Quantidade dos reagentes empregados na digestão do produto da PCR da CBS 
844ins68/T833C 

 

Reagente Quantidade por tubo (µL) 

Água milli-Q 18,9 

Tampão 10X 2,5 

BsrI (1U) 0,6 

TToottaall  ddoo  MMiixx  2222  µµ ll  

Produto de PCR 3 

VVoolluummee  ffiinnaall  2255µµ ll  
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O produto da digestão foi administrado em gel de poliacrilamida 6% não-desnaturante a 

150 mV (20-30 mA) durante 2 horas. A interpretação da digestão e a genotipagem foram 

realizadas conforme a Figura 12-B. 

 

A                                                                              B 

  

Figura 12: Genotipagem  CBS 844ins68/T833C. (A) Produto da PCR: 171 pb  alelo selvagem 
e 239 pb alelo mutante. (B) Produto da restrição Bsr I: digestão da banda 239 pb em uma banda 
de 130 e outra de 109 pb.  

 

 4.6 Análises estatísticas 

 

 4.6.1 Estatística de populações 

 

Os marcadores genéticos utilizados foram submetidos ao teste de probabilidade de 

aderência  ao  Equilíbrio  de  Hardy-Weinberg  (EHW)  pelo  método  convencional  do  qui- 

quadrado (χ2), o qual serve para verificar se uma distribuição observada de dados ajusta-se a 

uma distribuição esperada (teórica)  (CALLEGARI-JACQUES, 2008). Os p-valores foram 

estimados pelo programa Genepop on the web  versão 4.1 (http://genepop.curtin.edu.au), 

sendo  p>0,05  considerado  em  EHW.  O  mesmo  programa  foi  usado  para  calcular  as 

frequências alélicas e genotípicas de cada loco, os parâmetros de diversidade genética tais 

como heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e coeficiente de 

endogamia intrapopulacional (FIS), e testar um possível desequilíbrio de ligação entre os 

locos da MTHFR e CBS. 

171 pb 

239 pb 

II DD ID 

130 pb 
109 pb 

DD II/CC ID/C 
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 4.6.2 Diferenças entre sexo, faixa etária, cor da pele e genótipos de MTHFR e 

CBS nas dosagens séricas de ácido fólico, vitamina B12 e homocisteína 

 
As análises estatísticas foram realizadas usando o programa SPSS (Statistical Package 

for  the  Social   Sciences)  versão  15.0.  As  variáveis  contínuas  foram  testadas  para  a 

distribuição normal com o teste de Shapiro-Wilk. As diferenças entre os sexos nas dosagens 

séricas de ácido fólico, vitamina B12 e homocisteína foram avaliadas pelo teste de Mann- 

Whitney (dados não normalizados). Os indivíduos foram estratificados por idade, de acordo 

com a sua inclusão em um dos seguintes grupos: adolescentes (15-19 anos), adultos jovens 

(20-40 anos) e adultos de meia idade (41-56 anos), seguindo os critérios de idade para os 

valores  de  referência  de  parâmetros  bioquímicos:  para  fins  clínicos  alguns  valores  de 

referência são diferentes para idades até 19 anos de idade (FREIRE et al., 2008). Possíveis 

diferenças  entre  as  dosagens  séricas  por  faixa  etária,  cor  da  pele  e  genótipos  de  cada 

marcador genético foram investigadas pelo teste de Kruskall Wallis, seguido pelo teste de 

Mann  Whitney  (para  as  comparações  2-a-2).  Valores  de  p<0,05  foram  considerados 

estatisticamente significativos. 

Testes  não  paramétricos  são  mais  apropriados  quando  (1)  não  se  conhece  a 

distribuição dos dados em uma população, (2) quando a distribuição é assimétrica e não se 

deseja realizar uma transformação  dos dados, e (3) quando a distribuição é gaussiana em 

alguns grupos e assimétrica em outros. São, portanto, testes de aplicação mais ampla do que 

os paramétricos (CALLEGARI-JACQUES, 2008), sendo os mais  comuns, (1) o teste de 

Mann-Whitney  (MANN  &  WHITNEY,  1947),  usado  para  comparar  as   funções  de 

distribuição de uma variável em duas amostras independentes, e (2) o teste de Kruskall- 

Wallis (KRUSKAL & WALLIS, 1952), usado quando existem mais de dois grupos a serem 

comparados. Enquanto o teste de Mann-Whitney é a alternativa não paramétrica para o teste T 

para amostras independentes, o teste de  Kruskall-Wallis é a alternativa não paramétrica para 

ANOVA one way (CALLEGARI-JACQUES, 2008). 

 

 4.6.3 Testes de correlações/associações 

 

O teste do (χ2) é também adequado para verificar se existe associação entre duas 

variáveis  qualitativas,  sendo  então  chamado  de  teste  χ2    de associação  (CALLEGARI- 

JACQUES, 2008). Assim, possíveis associações entre sexo/grupo etário, sexo/cor da pele e 

grupo etário/cor da pele foram avaliadas pelo teste do χ2, enquanto correlações entre estas 
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variáveis e as dosagens de ácido fólico, vitamina B12 e homocisteína foram avaliadas pelo 

teste  de  correlação  de  Spearman.  O  mesmo  teste  foi  usado  para   verificar  possíveis 

correlações entre trombose arterial ou venosa e entre trombose recorrente ou não e  tais 

dosagens. O coeficiente de correlação de Spearman exige que as variáveis tenham sido 

medidas pelo menos em escala ordinal, para que os valores possam ser ordenados e pode 

também ser empregado quando variáveis quantitativas não apresentam distribuição bivariada 

normal.  O  coeficiente  de  Spearman  varia  entre  –1  (correlação  perfeita  negativa)  e  +1 

(correlação perfeita positiva) (CALLEGARI-JACQUES, 2008). Os testes foram realizados 

usando  o   programa   SPSS   versão   15.0   e   valores   de   p<0,05   foram   considerados 

estatisticamente significativos. 

 

 4.6.4 Interação entre os polimorfismos C677T e A1298C da MTHFR e 844ins68 

da  CBS  nos   valores  das  dosagens  séricas  de  ácido  fólico,  vitamina  B12  e 

homocisteína 

 
Possíveis interações entre os polimorfismos genéticos nos resultados das dosagens 

séricas de ácido fólico, vitamina B12 e homocisteína foram avaliadas através de análise de 

variância  multivariada  (MANOVA),  usando  o  programa  SPSS  versão  15.0.  Valores  de 

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Consideramos para essas análises 

os  dados  como  normais  (a  violação  desta  hipótese  implica  em  uma  pequena  perda  da 

significância, podendo assim ser desconsiderada), e a variância das observações constante. 

Esta foi verificada no SPSS pelos gráficos de dispersão versus nível com o teste de Levene. 

Este  teste  mede  a  igualdade  de  variâncias  para  um  par  de  variações  e  seu   uso   é 

particularmente recomendado porque é menos afetado por desvios da normalidade (HAIR et 

al., 2007). 

A análise multivariada é importante para estudar se em conjunto as variáveis (neste 

caso, os  polimorfismos genéticos estudados) podem demonstrar diferença. Essa diferença 

pode ser evidenciada pelo acúmulo de diferenças das variáveis individuais ou por diferenças 

existentes entre combinações dessas  variáveis (PONTES, 2005). A MANOVA (análise de 

variância multivariada) pode ser aplicada neste caso uma vez que é robusta às violações da 

normalidade  multivariada  e  às  violações  de  homogeneidade  das  matrizes  de  variância– 

covariância, se os grupos forem aproximadamente do mesmo tamanho (RIBAS & VIEIRA, 

2011). 
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  4.6.5 Odds Ratio 

 

O Odds Ratio (OR) com intervalo de confiança de 95% (IC) foi calculado para se 

estimar  o  risco   de  recorrência de  desenvolver  trombose  venosa  profunda  (TVP), 

tromboembolismo pulmonar (TEP),  trombose venosa cerebral (TVC) ou acidente vascular 

cerebral (AVC), usando-se o programa SPSS. Os p-valores foram gerados pelo teste do qui- 

quadrado de Pearson, sendo p<0,05 considerados significativos. Para este teste foram usados 

dados sobre sexo, grupo etário, cor da pele, atividade física, evento familiar de  problema 

cardiovascular ou trombose antes dos 50 anos, intervenção cirúrgica e uso de anticoncepcional 

(mulheres). 
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 5 RESULTADOS 

 

 5.1 Perfil da amostra de pacientes 

 

A amostra foi composta por pacientes brancos, pardos e negros de ambos os sexos e de 

faixa etária entre 14-56 anos (Tabelas 7, 8 e 9). 

Tabela 7: Frequência da distribuição por sexo dos pacientes analisados 

 

Mulheres 

 N(%) 

 Homens 

N(%) 

65(76,5) 20(23,5) 

 

Tabela 8: Frequência da distribuição por faixa etária dos pacientes analisados 

 

14-19 anos 

N(%) 

20-40 anos 

N(%) 

41-56 anos 

N(%) 

6(7,1) 59(69,4) 20(23,5) 

 

Tabela 9: Frequência da distribuição por cor da pele dos pacientes analisados 

 

Branca 

N(%) 

Parda 

N(%) 

Negra 

N(%) 

32(37,6) 40(47,1) 13(15,3) 

 

 

O perfil da amostra de pacientes (grupo total e sexos) em relação a evento familiar de 

problema cardiovascular ou trombose antes dos 50 anos, intervenções cirúrgicas, atividade 

física e uso de  anticoagulante da coleta dos exames é mostrado na Figura 13; o uso de 

anticoncepcional durante o  evento  e aborto no  sexo feminino na  Figura 14; o tipo de 

trombose (venosa ou arterial) e recorrência na Figura 15; e os tipos específicos de trombose 

na Figura 16. 
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Figura 13: Perfil da amostra de pacientes no grupo total (A) e por sexos (B) quanto a evento familiar de problema cardiovascular ou 
trombose antes dos 50 anos, intervenções cirúrgicas, atividade física e uso de anticoagulante na coleta dos exames. 
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Figura 14: Perfil da amostra de pacientes do sexo feminino quanto a uso de anticoncepcional 
durante o evento e aborto. 

 

 

 

 

Figura 15: Perfil da amostra de pacientes quanto ao tipo de trombose (venosa ou arterial) e 
recorrência 
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Figura 16: Perfil da amostra de pacientes quanto ao tipo específico de trombose. 

 

Dois pacientes tiveram TVP+TEP ao mesmo tempo.  
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5.2 Estatística de populações 

 

As  distribuições  dos  genótipos  da  CBS  844ins68  (p=0,7155),  MTHFR  C677T 

(p=0,2832) e MTHFR A1298C (p=0,2602) encontraram-se de acordo com o esperado, não 

havendo desvio no Equilíbrio  de Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 10). Em relação ao 

polimorfismo CBS T833C, que segrega em cis com a inserção de 68 pb no exon 8, todos os 

indivíduos portadores da inserção  também eram portadores do alelo C (mutante), sendo sua 

frequência idêntica àquela do alelo I do polimorfismo CBS 844ins68 (0,1765). Sendo  assim, 

não foi possível testar o polimorfismo CBS T833C para o EHW. Nenhum desequilíbrio de 

ligação foi encontrado entre os locos CBS 844ins68 e MTHFR C677T (p=0,81597), CBS 

844ins68 e MTHFR A1298C (p= 0,223910) ou MTHFR C677T e MTHFR A1298C 

(p=0,093130) e as distribuições genotípicas entre os locos testados são mostradas nas Tabelas 

11, 12 e 13. 
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Tabela 10: Distribuição das frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos CBS 844ins68, MTHFR C677T e MTHFR A1298C, dados de 
diversidade genética e teste do equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) em pacientes analisados 

Marcador 
genético/Alelos 

Frequências 
alélicas 

Genótipos 
Número de 
indivíduos 
observados 

Número 
de 

indivíduos 
esperados 

Heterozigosidade 
observada (Ho) 

Heterozigosidade 
Esperada (He) 

Coeficiente de 
Endogamia 

Intrapopulacional 
(FIS) 

Teste 
do 

EHW 
(p-

valores) 
CBS 844ins68         

D 0,8235 DD 58 57,5740 
0,2824 0,2907 0,0345 0,7155 I 0,1765 ID 24 24,8521 

  II 3 2,5740 
MTHFR 
C677T 

 
 

  
    

C 0,7294 CC 43 45,1243 
0,4471 0,3948 –0,1267 0,2832 T 0,2706 CT 38 33,7515 

  TT 4 6,1243 
MTHFR 
A1298C 

    
    

A 0,7412 AA 49 46,5976 
0,3294 0,3836 0,1472 0,2602 C 0,2588 AC 28 32,8047 

  CC 8 5,5976 

p<0,05 indica desvio do equilíbrio de Hardy-Weinberg. Os dados foram gerados pelo programa estatístico Genepop on the web versão 4.1 (http://genepop.curtin.edu.au).
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Tabela 11: Tabela de contingência para o teste de desequilíbrio genotípico entre os locos 
CBS 844ins68 e MTHFR C677T 

 MTHFR C677T 
Total 

CBS 
844ins68 

CC CT TT 

DD 28 27 3 58 

ID 14 9 1 24 

II 1 2 0 3 

Total 43 38 4 85 

p=0,81597 (http://genepop.curtin.edu.au) 

 

Tabela 12: Tabela de contingência para o teste de desequilíbrio genotípico entre os locos 
CBS 844ins68 e MTHFR A1298C 

 MTHFR A1298C 
Total 

CBS 
844ins68 

AA AC CC 

DD 30 23 5 58 

ID 17 5 2 24 

II 2 0 1 3 

Total 49 28 8 85 

p= 0,223910 (http://genepop.curtin.edu.au) 

 

Tabela 13: Tabela de contingência para o teste de desequilíbrio genotípico entre os locos 
MTHFR C677T e MTHFR A1298C 

 MTHFR A1298C 
Total 

MTHFR 
C677T 

AA AC CC 

CC 20 17 6 43 

CT 25 11 2 38 

TT 4 0 0 4 

Total 49 28 8 85 

p=0,093130 (http://genepop.curtin.edu.au) 
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 5.3 Frequência de distribuição dos polimorfismos da MTHFR e CBS no 
grupo total e por sexo 

 

Para a CBS 844ins68, foi mais frequente a presença do alelo selvagem em homozigose 

(68,2%), sendo  51,8% nos pacientes do sexo feminino e o restante no sexo masculino. A 

heterozigose foi observada em 28,3% dos pacientes e o alelo mutante em homozigose em 

3,5% (Tabela 14). Visto que todos os indivíduos portadores da inserção de 68 pb no exon 8 

da CBS também  foram portadores do alelo C (mutante) do polimorfismo CBS T833C, a 

frequência dos genótipos  heterozigoto (C0) e homozigoto (CC) da CBS T833C não foi 

mostrada na Tabela 14, por ser a mesma apresentada, respectivamente, pelos indivíduos ID 

e II do polimorfismo CBS 844ins68. O mesmo raciocínio foi feito para as demais análises 

realizadas, onde apenas os dados do polimorfismo CBS 844ins68 foram apresentados. 

Para os outros marcadores estudados, MTHFR C677T e A1298C, a frequência foi 

também maior para o genótipo sem mutação, 50,6% e 57,6% na população total sendo 40% e 

44,7% nas  mulheres,  respectivamente.  A  presença  de  heterozigose  foi  de  44,7%  para 

MTHFR C677T e 32,9% para MTHFR A1298C enquanto que a homozigose para mutação 

foi de 4,7% para o primeiro marcador e de 9,4% para o último (Tabela 14). 

 

Tabela 14: Frequência da distribuição no grupo total e por sexo dos genótipos dos 
polimorfismos CBS 844ins68, MTHFR C677T e MTHFR A1298C nos pacientes analisados 

 

Marcador Genético 
Grupo Total 

N(%) 
Mulheres 

 N(%) 
 Homens 

N(%) 
CBS 844ins68    

DD 58(68,2)  44(51,8) 14(16,4) 
ID 24(28,3) 19(22,4) 5(5,9) 
II 3(3,5) 2(2,3) 1(1,2) 

MTHFR C677T    
CC 43(50,6) 34(40,0) 9(10,6) 
CT 38(44,7) 28(32,9) 10(11,8) 
TT 4(4,7) 3(3,5) 1(1,2) 

MTHFR A1298C    
AA 49(57,6) 38(44,7) 11(12,9) 
AC 28(32,9) 20(23,5) 8(9,4) 
CC 8(9,4) 7(8,2) 1(1,2) 
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 5.4 Frequência de distribuição dos polimorfismos da MTHFR e CBS por 
faixa etária e cor da pele 

 

A frequência  de  distribuição  dos  genótipos  acima  também  foi  avaliada  para  os 

diferentes  grupos  de faixa etária e cor da pele conforme ilustrado nas Tabelas 15 e 16. 

 

Tabela 15: Frequência da distribuição por faixa etária dos polimorfismos CBS 844ins68, 
MTHFR C677T e MTHFR A1298C nos pacientes analisados 

 

Marcador 
Genético 

Pacientes 
14-19 anos 

N(%) 
20-40 anos 

N(%) 
41-56 anos 

N(%) 
CBS 844ins68    

DD 4(4,7) 41(48,2) 13(15,3) 
ID 2(2,3) 15(17,6) 7(8,2) 
II 0(0,0) 3(3,5) 0(0,0) 

MTHFR C677T    
CC 1(1,2) 30(35,3) 12(14,1) 
CT 4(4,7) 28(32,9) 6(7,1) 
TT 1(1,2) 1(1,2) 2(2,3) 

MTHFR A1298C    
AA 4(4,7) 32(37,6) 13(15,3) 
AC 2(2,3) 20(23,5) 6(7,1) 
CC 0(0,0) 7(8,2) 1(1,2) 
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Tabela 16: Frequência da distribuição por cor da pele dos polimorfismos CBS 844ins68, 
MTHFR C677T e MTHFR A1298C nos pacientes analisados 

 

Marcador Genético 
Pacientes 

Branca 
N(%) 

Parda 
N(%) 

Negra 
N(%) 

CBS 844ins68    
DD 22(25,9) 28(32,9) 8(9,4) 
ID 8(9,4) 11(12,9) 5(5,9) 
II 2(2,3) 1(1,2) 0(0,0) 

MTHFR C677T    
CC 16(18,8) 16(18,8) 11(12,9) 
CT 15(17,6) 21(24,7) 2(2,3) 
TT 1(1,2) 3(3,5) 0(0,0) 

MTHFR A1298C    
AA 17(20,0) 25(29,4) 7(8,2) 
AC 12(14,1) 11(12,9) 5(5,9) 
CC 3(3,5) 4(4,7) 1(1,2) 

 

 

 5.5 Diferenças entre sexo, faixa etária, cor da pele e genótipos de MTHFR e 
CBS nas dosagens séricas de ácido fólico, vitamina B12 e homocisteína 

 

Com o uso do Teste de Mann-Whitney foi formulada a hipótese nula de que as 

dosagens de ácido fólico, vitamina B12 e homocisteína da população seriam as mesmas 

para os dois grupos: mulheres e homens. O resultado obtido foi de que essa hipótese só foi 

aceita para o ácido fólico (p=0,075) e vitamina B12 (p=0,419).  Para as dosagens de 

homocisteína houve diferença entre mulheres e homens (p=0,000) (Tabela 17). 

 

 

 

 

 

 



59 

 

Tabela 17: Dosagens séricas de Ácido fólico, Vitamina B12 e Homocisteína dos pacientes 
analisados, no grupo total e por sexo  

 

Grupo 

Dosagens séricas 

Ácido fólico 

 (ng/mL) 

Vitamina B12  

(pg/mL) 

Homocisteína  

(micromol/L) 

Total 10,07 ± 0,53 471,61 ± 31,98 8,62 ± 0,72 

Mulheres 10,45 ± 0,60 433,50 ± 16,17 7,23 ± 0,24 

Homens 8,81 ± 1,15 600,00 ± 126,83 13,30 ± 2,86 

p-valores 0,075 0,419 0,000 

ng/mL= nanogramas por mililitro; pg/mL= picogramas por mililitro, micromol/L= micromol por litro. Os dados 
correspondem à média ± EPM (erro padrão da média). Os p-valores foram gerados pelo teste de Mann-Whitney 
nas comparações entre os sexos. 

 

Pelo teste de Kruskall Wallis, não foi observada diferença entre as dosagens de ácido 

fólico, vitamina B12 e homocisteína e faixa etária. Quando realizado o mesmo teste para as 

dosagens e cor da pele, também  não foi encontrada diferença entre os grupos. Todos os 

valores de p foram maiores que 0,05 (Tabelas 18 e 19). Resultado igual foi obtido também 

com o uso do teste de Kruskall Wallis para as dosagens séricas e marcadores genéticos 

individualmente analisados (Tabela 20). 

 

Tabela 18: Dosagens séricas de Ácido fólico, Vitamina B12 e Homocisteína dos pacientes 
analisados, por faixa etária 

 

Faixa etária 

Dosagens séricas 

Ácido fólico 

 (ng/mL) 

Vitamina B12  

(pg/mL) 

Homocisteína  

(micromol/L) 

14-19 anos 9,48 ± 2,52 471,17 ± 63,57 7,60 ± 1,25 

20-40 anos 9,79 ± 0,63 445,29 ± 21,49 8,64 ± 1,01 

41-56 anos 11,11 ± 1,11 552,11 ± 122,71 8,88 ± 0,68 

p-valores 0,272 0,843 0,335 

ng/mL= nanogramas por mililitro; pg/mL= picogramas por mililitro, micromol/L= micromol por litro. Os dados 
correspondem à média ± EPM (erro padrão da média). Os p-valores foram gerados pelo teste de Kruskall Wallis. 
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Tabela 19: Dosagens séricas de Ácido fólico, Vitamina B12 e Homocisteína dos pacientes 
analisados, por cor da pele. 

 

Cor da pele 

Dosagens séricas 

Ácido fólico 

 (ng/mL) 

Vitamina B12  

(pg/mL) 

Homocisteína  

(micromol/L) 

Branca 10,58 ± 0,85 512,63 ± 74,62 7,87 ± 0,48 

Parda 9,41 ± 0,82 463,63 ± 28,78 9,21 ± 1,52 

Negra 10,74 ± 1,3 394,00 ± 29,73 8,75 ± 0,61 

p-valores 0,391 0,590 0,300 

ng/mL= nanogramas por mililitro; pg/mL= picogramas por mililitro, micromol/L= micromol por litro. Os dados 
correspondem à média ± EPM (erro padrão da média). Os p-valores foram gerados pelo teste de Kruskall Wallis. 

 

Tabela 20: Dosagens séricas de Ácido fólico, Vitamina B12 e Homocisteína dos pacientes 
analisados, por genótipos dos polimorfismos CBS 844ins68, MTHFR C677T e MTHFR 
A1298C 

 

Marcador Genético 
Dosagens séricas 

Ácido fólico 
 (ng/mL) 

Vitamina B12  
(pg/mL) 

Homocisteína  
(micromol/L) 

CBS 844ins68    
DD 10,12 ± 0,69 490,35 ± 44,48 8,01 ± 0,34 
ID 9,90 ± 0,92 416,52 ± 29,10 10,31 ± 2,48 
II 10,43 ± 0,67 538,00 ± 139,03 7,30 ± 1,25 

p-valores 0,640 0,500 0,881 
MTHFR C677T    

CC 10,03 ± 0,63 498,19 ± 58,95 7,54 ± 0,28 
CT 10,22 ± 0,97 430,08 ± 23,90 9,89 ± 1,57 
TT 9,20 ± 1,21 576,75 ± 80,42 8,23 ± 1,97 

p-valores 0,837 0,192 0,499 

MTHFR A1298C    
AA 9,97 ± 0,69 448,90 ± 26,18 8,01 ± 0,40 
AC 10,67 ± 1,05 518,19 ± 86,42 9,87 ± 2,10 
CC 8,64 ± 1,14 450,75 ± 38,99 8,08 ± 0,91 

p-valores 0,676 0,783 0,926 
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 5.6 Testes de correlações 

 

Nenhuma correlação foi detectada entre sexo/grupo etário, sexo/cor da pele ou grupo 

etário/cor da  pele. Porém, uma correlação positiva foi detectada entre sexo e homocisteína 

(p=0,000), onde os homens apresentaram dosagem maior. Nenhuma correlação foi encontrada 

entre  trombose  venosa  ou  arterial  e  as  dosagens  séricas  realizadas,  mas  uma  correlação 

positiva entre trombose recorrente e homocisteína também foi evidenciada (p=0,006). 

 

 5.7 Interação entre os polimorfismos C677T e A1298C da MTHFR e 
844ins68 da  CBS  nos  valores  das  dosagens  séricas  de  ácido  fólico,  vitamina  B12  
e homocisteína 

 

Quando  o  teste  de  análise  de  variância  multivariada  (MANOVA–  multivariate 

analysis  of  variance)  foi  usado  para  verificar  as  interações  entre  os  três  polimorfismos 

(CBS844ins68, MTHFR C677T e  MTHFR A1298C) e as dosagens de ácido fólico, vitamina 

B12 e homocisteína, os resultados foram significativos a um nível de p=0,000 para os valores 

de homocisteína. Neste contexto, o teste de Tukey usado para as comparações 2-a-2 entre os 

genótipos indicou diferenças entre os genótipos DD e ID da CBS844ins68 (p=0,002), entre 

CC e CT da MTHFR C677T (p=0,000), e entre AA e AC da MTHFR  A1298C (p=0,011), 

em que os heterozigotos apresentaram níveis mais altos de homocisteína sérica. 

 

 5.8 Odds Ratio 

 

Além dos valores significativos relacionados na Tabela 21, vale ressaltar alguns 

valores não significativos, que tiveram um p-valor relativamente baixo. A atividade física 

reduziu não significativamente o  risco de trombose arterial (OR=0,175, IC=0,022-1,421, 

p=,071), TEP (OR=0,862, IC=0,782-0,950, p=0,078), enquanto o uso de anticoncepcional 

aumentou o risco de trombose venosa (OR=3,043, IC=0,843-10,990, p=0,081), estando este 

mais relacionado à TVC (OR=2,431, IC=0,843-7,009, p=0,097). Se formos menos rigorosos 

quanto à diferença entre as médias podemos considerar que o risco existe. 
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Tabela 21: Odds Ratio (OR) com intervalo de confiança (IC) de 95%  

 

Variável Trombose/Recorrência OR IC 95%  p-valor 
Atividade 

física 
TVC 0,531 1,056-8,292 0,035 

Sexo 
feminino 

Recorrência 0,237 0,066-0,847 0,020 

Sexo 
masculino 

Recorrência 4,214 1,180-15,048 0,020 
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 6 DISCUSSÃO 

 
Além de ser um modelo referencial que serve como base para a comparação com 

modelos  mais  realísticos  nos  quais  as  forças  evolutivas  podem  modificar  as  frequências 

alélicas, o teste de aderência ao  EHW é também muito importante para avaliar se o acaso 

sozinho (erros de amostragem, por exemplo)  poderia produzir um desvio entre os valores 

observados e esperados e para alertar sobre possíveis erros de  genotipagem (HARTL & 

CLARCK, 2010). Uma vez que os p-valores encontrados neste estudo foram maiores do que 

0,05, não temos nenhuma razão para rejeitar a hipótese de que as frequências genotípicas 

estão em proporções de Hardy-Weinberg para os marcadores analisados. Assim, caso algum 

erro de amostragem, genotipagem e/ou desvio das premissas tenha ocorrido, eles não foram 

grandes o suficiente para resultar em desvios do EHW que pudessem ser detectados. 

Apesar de frequentes em várias populações, os polimorfismos CBS 844ins68, 

MTHFR C677T e A1298C têm revelado grande variabilidade étnica e geográfica 

(FRANCO et al., 1998; FRANCO et al., 1999; FRANCO, 2001; FRANCO & REITSMA, 

2001; TSAI et al., 1996b; ULRICH, 2003). Assim, é importante conhecermos a frequência 

desses polimorfismos em nossa população e compararmos suas frequências com as outras 

populações, visto que a população brasileira é miscigenada, primariamente como 

consequência de cruzamentos inter- étnicos entre europeus, africanos e ameríndios 

(ALVES-SILVA et al., 2000) e esta mistura genética tri-híbrida pode influenciar a 

distribuição de certos polimorfismos (LORDELO et al., 2012). 

A frequência da CBS 844ins68 em heterozigose em pacientes com trombose arterial 

ou venosa tem sido reportada variando entre 0% a 37,7%, sendo ausente em asiáticos, rara 

em ameríndios (0,45%), intermediária em caucasianos (13,5%-14,5%) e populações 

miscigenadas (11,7%-14,7%),  e  mais  altas  em  negros  (37,7%)  (BONINI-DOMINGOS  

et  al.,  2005; FRANCO et al., 1998; MARCUCCI et al., 2003; TSAI et al., 1996b). Em 

nosso estudo, a frequência de heterozigotos foi de 28,2% na amostra total de pacientes, 

sendo encontrada em 25% dos pacientes de cor branca, em 27,5% dos pacientes de cor 

parda e em 38,5% dos pacientes de cor negra, quando considerado cada grupo 

separadamente. Apesar de não termos conduzido nenhum estudo de ancestralidade, esses 

resultados corroboram a grande influência de nossa descendência africana mesmo nos  

pacientes de cor branca. Sendo a população de Brasília formada por migrantes de todas as 

regiões do Brasil, ela tende a refletir melhor a população brasileira do que qualquer outra 
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região do país (MIRANDA-VILELA et al., 2008). 

O polimorfismo C677T da MTHFR tem alta prevalência na população geral, sendo 

que a frequência de heterozigotos em pacientes com doença trombótica varia entre 33,6% e 

51,9% nas diversas etnias (FUJIMURA et al., 2000; HANSON et al. 2001; HARMON et al.,  

1999; HE et al., 2010; JACOB et al., 2001; LALOUSCHEK  et al., 1999; LOPACIUK et al.,  

2001; LI et al., 2002; MARCUCCI et al., 2003; MARKUS et al., 1997;   MORITA et al.,  

1998; WU et al., 2001; ZHANG & DAI, 2001). Em populações brasileiras dos Estados de  

Goiás e Rio de Janeiro, esta frequência tem sido reportada em torno de 34% (JACOB et al.,  

2011; ROCHA, 2009), enquanto em pacientes com TVP de ancestralidade mista dos EUA 

(HANSON et al.  2001), tal frequência, de 46%, foi mais próxima e homogênea daquela 

encontrada em nosso trabalho. 

Já para o polimorfismo MTHFR A1298C, as publicações envolvendo pacientes com 

doença trombótica são mais raras, e a frequência de heterozigotos tem sido reportada variando 

entre 37,4% a 46% (FRANCO et al., 1999; SOLTANPOUR et al., 2011; SPIROSKI et al., 

2008), sendo a frequência mais baixa encontrada em brasileiros (37,4%), sobretudo pardos 

(33,3%)   (FRANCO  et  al.,  1999).  Nossos  resultados  corroboram  esses  achados,  cuja 

frequência de heterozigotos (33%) na amostra total de pacientes variou segundo a cor da pele 

e, quando considerado cada grupo  separadamente,  foi encontrada em 27,5% dos pardos, 

37,5% dos brancos e 38,46% dos negros. 

Nosso trabalho mostrou influência do sexo nos níveis de homocisteína, cujos 

valores foram  significativamente maiores nos homens, mesmo apresentando um número 

amostral muito menor do que o de mulheres. Esses resultados estão de acordo com aqueles 

observados em outros estudos em que a dosagem de  homocisteína foi maior nos homens 

do que nas mulheres (GANJI & KAFAI, 2003 e 2006; JACQUES et al., 2001; REFSUM 

et al., 2006). Também corroboram nossos achados de risco aumentado de trombose 

recorrente para o sexo masculino (CHRISTIANSEN et al., 2010). Visto que o aumento em 5 

µmol/L na dosagem da homocisteína tem sido associado com um risco aumentado de 

trombose venosa de 27% (estudo  prospectivo)  e  60%  (estudo  retrospectivo)  (DEN  

HEIJER,  et  al.,  2005),  nossos resultados novamente  apoiam a literatura (DEN HEIJER, 

et al., 1995) ao indicarem que o risco de recorrência pode estar associado aos níveis de 

homocisteína aumentados neste sexo. 

Outros fatores testados que podem influenciar na dosagem de homocisteína são a 

idade e a etnia. A dosagem é maior em idosos do que em adultos jovens (GANJI & KAFAI, 

2006), por razões ainda não bem esclarecidas, embora mudanças na função renal estejam 
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certamente  envolvidas  (REFSUM  et  al.,  2006).  Nosso  estudo  não  encontrou  nenhuma 

diferença  significativa  nas  dosagens  de  homocisteína  por  faixa  etária  ou  cor  da  pele, 

provavelmente porque nossa amostra não incluiu idosos e, como abordado anteriormente, 

somos  miscigenados.  Além  disso,  a  diferença  étnica  mencionada  nas  dosagens  tem  sido 

encontrada em amostras com idade superior a 70 anos (GANJI & KAFAI, 2006). 

Outros fatores constitucionais que também podem elevar a Hcy plasmática devido a 

uma deficiência enzimática são as alterações genéticas na CBS e na MTHFR (FRANCO & 

REITSMA, 2001). A homocisteína é sintetizada a partir da  metionina  e  tem  dois  destinos  

possíveis:  metabolização  pela  via  de  remetilação,  a metionina,  ou  pela  via  de 

transulfuração,  a  cistationina (BYDLOWSKI  et al.,  1998).  O polimorfismo CBS 844ins68 

não parece influenciar sozinho os níveis de homocisteína ou o risco de TVP; porém, em 

combinação com o polimorfismo da MTHFR C677T, pode resultar em  aumento  do  risco  

trombótico  (FRANCO  &  REITSMA,  2001).  Nossos  resultados corroboram  esses  

achados  e  também  indicam  a  contribuição  do  polimorfismo  MTHFR A1298C neste 

aspecto. 

Na espécie humana, concentrações elevadas de Hcy estão associadas à presença do 

polimorfismo C677T no gene MTHFR, que resulta em termolabilidade e atividade reduzida 

da enzima MTHFR. A contribuição do outro polimorfismo no gene MTHFR, a substituição de 

adenina para citosina no nucleotídeo  1298, para a atividade enzimática é questionável. Estudo 

de expressão in vitro da enzima MTHFR mostrou uma redução de 32% na atividade da 

enzima mutante 1298 e de 59% para aquela mutada para ambos os polimorfismos (C677T e 

A1298C). Foi observado que a presença do haplótipo MTHFR 677CT/1298AA  leva à 

redução  de  cerca  de  30%  da  atividade  enzimática;  enquanto  os  genótipos  homozigoto 

MTHFR  677CC/1298CC e heterozigoto MTHFR 677CT/1298AC resultam na diminuição 

desta atividade em 35–43% e de 38–60%, respectivamente, em relação ao genótipo selvagem 

(BISELLI et al., 2009; WEISBERG et al., 1998). Em nosso estudo, o maior aumento na 

homocisteína foi observado na dupla heterozigose (13,73 ± 5,58 µmol/L) desses 

polimorfismos, em relação ao selvagem (7,54 ± 4,66 µmol/L). Embora não significativos, 

nossos  resultados   indicaram  uma  influência  desses  polimorfismos  nos  níveis  de  Hcy, 

possivelmente relacionado à redução da atividade enzimática. 

Visto que (1) são raros os trabalhos que avaliaram conjuntamente os polimorfismos 

CBS 844ins68 e MTHFR C677T em pacientes com doença trombótica (JACOB et al., 2011; 

MARCUCCI et al., 2003; ZHANG & DAI, 2001); (2) mais raros ainda foram os estudos que 

avaliaram conjuntamente os polimorfismos C677T e  A1298C da MTHFR nesses pacientes 
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(HANSON  et  al.  2001);  e (3) nenhum  estudo  avaliou  conjuntamente  as  influências  dos 

polimorfismos 844ins68 e T833C da CBS e C677T e A1298C da MTHFR nas  dosagens 

séricas de ácido fólico, vitamina B12 e homocisteína, nosso estudo é inédito e pode ajudar a 

compreender melhor o papel desses polimorfismos como fator de risco para a manifestação 

de eventos  trombóticos. Neste contexto, a análise multivariada das interações entre os 

polimorfismos CBS844ins68, MTHFR C677T e  MTHFR A1298C obteve resultados 

significativos para os valores de Hcy corroborando com o caráter multifatorial da trombose 

(GUIMARÃES et al., 2009). Essa patologia manifesta não somente devido a um simples fator 

de risco, mas da interação entre fatores de riscos ambientais e genéticos (VOSSEN  et al., 

2005). Trata-se de uma doença multigênica, em que diferentes mutações em diferentes genes 

interagem entre  si  e com fatores ambientais para provocar o evento (MIRANDA-VILELA, 

2012). Assim, nossos resultados indicam que as interações entre esses três polimorfismos 

estudados podem afetar os níveis séricos de homocisteína, onde a heterozigose múltipla pode 

ser um indicador de fator de risco para episódios vaso-oclusivos. Tal sugestão é corroborada 

pelos achados do único paciente que apresentou heterozigose para os três locos e valores de 

homocisteína sérica elevada (63,6 mol/L) (dados não  mostrados).  O tamanho amostral de 

homozigotos variantes  foi  muito  pequeno  e  nenhum  homozigoto  variante  para  os  três 

polimorfismos foi detectado. 

Apesar dos fatores constitucionais avaliados mostrarem associação com o processo 

trombótico, o  fator ambiental atividade física pode influenciar beneficamente, ao reduzir o 

risco de trombose venosa, independente da intensidade e do tipo de esporte realizado, desde 

que praticado com uma frequência mínima de uma vez por semana (VAN STRALEN et al., 

2007).  Em  nosso  estudo,  encontramos  também  uma  redução  significativa  do  risco  de 

trombose com atividade física para os pacientes com trombose venosa cerebral (TVC). Essa 

patologia, apesar de ser um tipo  raro de doença cerebrovascular que atinge cerca de cinco 

pessoas por milhão (BOUSSER & FERRO, 2007),  foi encontrada em frequência alta neste 

trabalho. Várias desordens podem causar ou predispor pacientes a TVC: contraceptivos orais, 

puerpério, infecção no sistema nervoso central ou sítio próximo, câncer, SAAF, deficiência de 

proteína C, S ou antitrombina, hiperhomocisteinemia, mutação no Fator V Leiden, mutação 

no  gene da protrombina (BOUSSER & FERRO, 2007). Em mulheres há uma associação 

estatisticamente  significativa  entre  o  uso  de  contraceptivo  oral  e  TVC  (COUTINHO  & 

STAM, 2010), o que corrobora a nossa sugestão de que, se formos menos rigorosos quanto à 

diferença entre as médias podemos considerar que o uso do anticoncepcional oral aumenta o 

risco de TVC.
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7 CONCLUSÕES 

 

 Os resultados obtidos neste trabalho nos permitiram concluir que: 

• Os níveis de homocisteína foram significativamente maiores no sexo masculino, 

que também apresentou um maior risco de recorrência. 

• O  uso  de  anticoncepcional  oral  aumentou  não  significativamente  o  risco  

de trombose venosa cerebral. 

• As interações entre os polimorfismos CBS 844ins68 e MTHFR C677T e A1298C 

podem afetar os níveis séricos de homocisteína, em que a heterozigose pode ser um 

indicador de fator de risco para episódios vaso-oclusivos. 

• O tamanho amostral de homozigotos variantes foi muito pequeno e talvez por 

isto não ocorreram diferenças significativas quando comparados com as dosagens de 

ácido fólico, homocisteína e vitamina B12. 

• A atividade física reduziu significativamente o risco de trombose venosa cerebral. 
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 8 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Já se encontra em andamento a genotipagem de outro polimorfismo comum da 

CBS, G919A, o qual tem sido descrito como prevalente em casos clínicos de 

homocistinúria não- responsiva à vitamina B6  (KRAUS et al., 1999). Devido à atuação 

das enzimas CBS e MTHFR em conjunto no metabolismo da Hcy e ao caráter multifatorial 

da trombose, torna-se importante avaliar a possível interação desse polimorfismo com  os 

demais estudados neste trabalho, em associação com os níveis séricos de Hcy. 

Além das alterações genéticas relacionadas à hiperhomocisteinemia, várias outras são 

causadoras de trombofilia. Por isso, se faz necessário a complementação desse estudo com as 

seguintes genotipagens:  polimorfismos nos genes do Fator V, da protrombina e do PAI-I, 

visto  que  os  dois  primeiros  são  as   causas  genéticas  mais  prevalentes  de  trombofilia 

(BUCHANAN et al., 2003). Além disto, uma vez que tem sido reportado aumento de risco de 

trombose venosa por alelos AB do sistema ABO (LIMA et al., 2009), a fenotipagem desse 

sistema também está prevista. 

A realização dessas  genotipagens será ampliada para um grupo controle para um 

estudo de  associação caso-controle pareado por sexo, grupo etário e cor da pele, incluindo 

também as dosagens de ácido fólico, Vitamina B12 e homocisteína. 

Pretendemos, ao final do estudo, ajudar em uma maior compreensão do papel desses 

polimorfismos na manifestação de eventos trombóticos. 
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 ANEXO 1 – CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA SES-DF 
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ANEXO 2 – CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA DA FACULDADE 
DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA 
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 ANEXO 3 – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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    ANEXO 4 – QUESTIONÁRIO 
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