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RESUMO 

INTRODUÇÃO:, A trombofilia é uma tendência aumentada para o desenvolvimento de 

coágulos sanguíneos, podendo ser  tanto genética como adquirida, causando assim riscos 

de complicações como trombose venosa, embolia pulmonar ou perdas gestacionais. 

Considerando que o abortamento recorrente (AR) pode ser definido como dois ou mais 

abortamentos consecutivos, há evidências de que as trombofilias hereditárias, principalmente 

as variações genéticas associadas ao fator V, fator II e MTHFR podem estar associadas a esta 

condição. OBJETIVO: Analisar a prevalência das trombofilias hereditárias numa amostra da 

população do estado do Rio Grande do Sul, representada por doadores do banco de sangue do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) e em mulheres com abortamentos recorrentes. 

METODOLOGIA: Foram examinadas 325 amostras de doadores de sangue do banco de sangue 

do HCPA e 33 amostras de mulheres com casos de abortamento recorrente atendidas entre os 

anos de 2014 a 2018 no Ambulatório Pré-Natal do HCPA. O DNA dos doadores foi extraído 

de papel-filtro, enquanto o material genético das mulheres com AR já estava armazenado em 

biorepossitório. O grupo de mulheres com AR foi pareado por idade com um grupo controle de 

99 mulheres doadoras de sangue para um estudo caso-controle. A genotipagem de todas as 

amostras foi realizada por PCR qualitativo em Tempo Real com sondas específicas para cada 

variante - FV g.1691G>A, FII g.2021G>A, MTHFR g.677C>T, MTHFR g.1298A>C. 

RESULTADOS: No grupo de doadores de sangue, onde a média de idade foi de 38.5 (dp ± 

11.4) anos, as frequências alélicas de cada variante genética foram de FV g.1691G>A 96.3% 

(G), 3.7% (A); FII g.2021G>A 95.7% (G), 4.3% (A); MTHFR g.677C>T 44.3% (C), 42.2% 

(T); MTHFR g.1298A>C 55.4% (A), 39.1% (C). No grupo caso de mulheres com AR a idade 

média foi de 35 (dp ±5.7) anos, as frequências alélicas de cada variante genética foram de FV 

g.1691G>A 100% (G), 0% (A); FII g.2021G>A 98.5% (G), 1.5% (A); MTHFR g.677C>T 76% 

(C), 24% (T); MTHFR g.1298A>C 80% (A), 20% (C). Quando comparamos o grupo caso, com 

o grupo controle (composto de mulheres retiradas do grupo de doadores de sangue e pareado 

por idade) verificamos que a prevalência das mutações nos genes FV e FII foi exatamente a 

mesma nos dois grupos, com nenhum resultado em homozigose para as mutações. Os resultados 

para MTHFR, apesar de diferirem em prevalência, não apresentaram associação significativa 

entre os grupos caso e controle. CONCLUSÃO: Os resultados da amostra populacional de 

doadores de sangue descrevem as frequências das variantes associadas a trombose venosa 

profunda e hiperhomocisteinemia, apresentando de forma importante um conhecimento sobre 

o perfil genético dos doadores de sangue sul-brasileiros. Para ambas as análises, acreditamos 



 
 

que um aumento no tamanho da amostra é necessário para melhor esclarecer algumas 

interpretações. No entanto, este estudo contribui para aumentar o conhecimento da frequência 

das variantes genéticas analisadas em um grupo de indivíduos da população do sul do Brasil. 

 

Palavras-Chave: abortamento; abortamento recorrente; trombofilias hereditárias; MTHFR; 

Fator V; Fator II. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

INTRODUCTION: Both genetically and acquired, thrombophilia is an increased tendency for 

the development of blood clots, thus causing risks of complications such as venous thrombosis, 

pulmonary embolism or gestational loss. Considering that recurrent miscarriage (RM) can be 

defined as two or more consecutive miscarriages, there is evidence that hereditary 

thrombophilias, especially genetic variations associated with factor V, factor II and MTHFR, 

may be associated with this condition. OBJECTIVE: The aim of this study was to analyze the 

prevalence of hereditary thrombophilias in a population sample from the state of  Rio Grande 

do Sul, represented by blood bank donors from the Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

(HCPA), and in women with recurrent miscarriages. METHODOLOGY: We examined 325 

blood donor samples from the HCPA blood bank and 33 samples from women with recurrent 

miscarriage attended between 2014 and 2018 at the HCPA Prenatal Outpatient Clinic. DNA of 

donors was extracted from filter paper, while the genetic material of women with RM was 

already stored in a biorepository. The group of women with RM was age matched with a control 

group of 99 female blood donors for a case-control study. Genotyping of all samples was 

performed by qualitative Real-Time PCR with probes specific for each variant - FV 

g.1691G>A, FII g.2021G>A, MTHFR g.677C>T, MTHFR g.1298A>C. RESULTS: In the 

group of blood donors, where the mean age was 38.5 (sd ± 11.4) years, the allele frequencies 

of each genetic variant were FV g.1691G> A 96.3% (G), 3.7% (A); FII g.2021G> 95.7% (G), 

4.3% (A); MTHFR g.677C> T 44.3% (C), 42.2% (T); MTHFR g.1298A> C 55.4% (A), 39.1% 

(C). In the case of women with RA the mean age was 35 (sd ± 5.7) years, the allele frequencies 

of each genetic variant were FV g.1691G> A 100% (G), 0% (A); FII g.2021G> 98.5% (G), 

1.5% (A); MTHFR g.677C> T 76% (C), 24% (T); MTHFR g.1298A> C 80% (A), 20% (C). 

When comparing the case group with the control group of women withdrawn from the age-

matched blood donor group we found that the prevalence of mutations in the FV and FII genes 

was exactly the same in the two groups, with no homozygous results for the mutations. The 

results for MTHFR, although differing in prevalence, did not present a statistical significant 

association between the case and control groups. CONCLUSION: Results of the population 

sample of blood donors describe the frequencies of the variants associated with deep venous 

thrombosis and hyperhomocysteinemia, presenting important knowledge about the genetic 

profile of blood donors in South Brazil. Regarding the screening of these alterations in women 

with RM, the data suggest that there is no association. For both analyzes, we believe that an 

increase in sample size is necessary to better clarify some interpretations. Nevertheless, this 



 
 

study contributes to increase the knowledge of the frequency of the genetic variants analyzed 

in a group of individuals of the population of south Brazil.  

 

Keywords: miscarriage; recurrent miscarriage; hereditary thrombophilia; MTHFR; Factor V; 

Factor II. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os mecanismos envolvidos na reprodução humana são altamente complexos, sendo um 

processo relativamente ineficiente, pois segundo estudos epidemiológicos a fecundidade – 

probabilidade de alcançar uma gestação de sucesso, por ciclo menstrual – é de apenas 20-25%, 

em humanos (REGAN et al., 2000; PLATTEAU et al., 2006; TEKLENBURG et al., 2010). 

Paralelamente à subfertilidade, a incidência de dissipação embrionária e perda gestacional é 

também elevada, sendo o abortamento a complicação mais frequente entre todos os desfechos 

adversos da gravidez (BOTTOMLEY et al., 2009; TEKLENBURG et al., 2010; VATIN et al., 

2014), sendo o abortamento recorrente definido como duas ou mais perdas gestacionais de 

forma repetida (SHAPIRA et al., 2012). 

Tanto hereditária como adquirida, a trombofilia tem sido descrita como um fator de risco 

para o aumento da suscetibilidade a resultados adversos de gravidez. A gravidez por si só é um 

estado de hipercoagulabilidade. A alteração fisiológica na hemostase, associada à gravidez, têm 

como função contrariar a instabilidade inerente à placentação hemocorial, que é característica 

dos seres humanos (LOCKWOOD et al., 2011). O abortamento recorrente (AR), pode estar 

associado a desordens hemostáticas (RAY & REGAN, 2006).  

No início do século XX surgiram as primeiras descrições de famílias com predisposição 

aumentada para eventos trombóticos, em especial, trombose e embolia pulmonar após 

operações e gestações (FRANCO et al., 2001). As causas genéticas mais conhecidas que 

predispõem a trombofilias em caucasianos são as variantes no fator V (g.1691G>A), no fator II 

(g.20210G>A) e no MTHFR (g.677C>T e g.1298A>C) (HIMABINDU et al., 2012). 

As variantes nos genes de FV e FII já fazem parte do screening dos pacientes com 

tromboembolismo venoso (TEV) no Hospital de Clínicas de Porto Alegre, através da técnica 

de PCR em Tempo Real. Assim, incluímos a análise das variantes de MTHFR para analisar a 

relação destas variantes com os casos de AR que ocorreram no HCPA nos últimos 5 anos, bem 

como, buscamos uma população saudável, representada por doadores de sangue do HCPA, para 

que pudéssemos averiguar a prevalência das variantes numa amostra sul-brasileira. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. ESTRATÉGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMAÇÕES 

A busca dos artigos para a revisão da literatura desta dissertação teve como foco os 

aspectos relacionados ao tromboembolismo venoso, abortamento recorrente, MTHFR, gene do 

fator V e gene da protrombina, incluindo artigos que relatam as manifestações clínicas, 

epidemiologia e aspectos moleculares 

Foram utilizadas três bases de dados, incluindo: PubMed, SciELO e LILACS. A partir 

dos resultados encontrados, os artigos foram selecionados conforme sua relevância em relação 

ao assunto abordado nesta revisão. A Figura 1 apresenta as palavras-chaves e as combinações 

utilizadas nestas buscas. 
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Figura 1 - Estratégia e resultado de busca de referências bibliográficas. Foram utilizadas 

combinações de palavras, conforme é possível verificar na figura abaixo, para a busca das 

referências bibliográficas nas bases de dados PubMed, SciELO e Lilacs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PALAVRAS 

1 – MTHFR 

2 – C677T  

3 – A1298C 

4 – Factor V Leiden 

5 – Prothrombin 

6 – G20210A 

7 – Recurrent Miscarriage 

8 – Miscarriage 

PubMed 

Palavras                               Nº Artigos 

1                                                7.066 

2                                                3.256 

3                                                1.079 

4                                                4.698 

5 OR 6                                     33.833 

7                                                8.753 

8                                              42.853  

1 AND 7                                       154 

1 AND 8                                       220 

2 AND 7                                       100    

2 AND 8                                       136 

3 AND 7                                         41 

3 AND 8                                         60 

4 AND 7                                       205 

4 AND 8                                       293 

5 OR 6 AND 7                              214 

5 OR 6 AND 8                              324 

LILACS 

Palavras                               Nº Artigos 

1                                                   130 

2                                                    92 

3                                                    29 

4                                                    56 

5 OR 6                                          361 

7                                                   202 

8                                                   977  

1 AND 7                                         05 

1 AND 8                                         07 

2 AND 7                                         06    

2 AND 8                                         07 

3 AND 7                                         01 

3 AND 8                                         02 

4 AND 7                                         03 

4 AND 8                                         03 

5 OR 6 AND 7                                06 

5 OR 6 AND 8                                07 

SciELO 

Palavras                               Nº Artigos 

1                                                   102 

2                                                   107 

3                                                     42 

4                                                     74 

5 OR 6                                          261 

7                                                     27 

8                                                   200  

1 AND 7                                         01 

1 AND 8                                         01 

2 AND 7                                         01    

2 AND 8                                         01 

3 AND 7                                         01 

3 AND 8                                         01 

4 AND 7                                         01 

4 AND 8                                         01 

5 OR 6 AND 7                                01 

5 OR 6 AND 8                                01 
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2.2. TROMBOFILIAS 

A predisposição ao tromboembolismo (oclusão de vaso sanguíneo por coágulos, 

também chamados de trombos) devido à presença de fatores genéticos ou adquiridos é 

denominada trombofilia (ROSENDAL, 1999). A trombose é uma doença de caráter 

multifatorial, e tanto fatores de risco genéticos quanto adquiridos (uso de anticoncepcional oral, 

gravidez, imobilização pós-cirúrgicas, traumatismo ou doenças malignas), podem estar 

presentes em um mesmo indivíduo, sendo o tromboembolismo resultante da interação sinérgica 

ou não entre esses fatores (FRANCO et al., 2001).  

Pacientes com trombofilia hereditária exibem uma predisposição à trombose recorrente 

e, o evento trombótico ocorre, em geral, antes dos 45 anos de idade. As doenças 

tromboembólicas são uma das causas mais comuns de morbidade, incapacitação e mortalidade, 

com incidência na população geral de um caso para cada mil indivíduos por ano (POORT et 

al., 1996; MILANI et al., 2008). 

Em contraste com as doenças monogênicas, onde mutações em um único gene resultam 

na doença, em doenças multifatoriais, como a trombose venosa, diferentes mutações em genes 

distintos interagem para ocasionar o evento. Desta forma, a predisposição à trombose venosa 

associada com cada alteração genética isolada é relativamente baixa, porém a presença de 

mutações em vários genes aumenta significativamente o risco de desenvolvimento da doença 

(FRANCO et al., 2001). 

 

2.3. ABORTAMENTOS RECORRENTES E TROMBOFILIAS 

Segundo a Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (American Society for 

Reprodutive Medicine - ASRM), a síndrome de abortamento recorrente (SAR) é definida por 

duas ou mais perdas gestacionais, até a 20° semana de gestação (SHAPIRA et al., 2012; 

SARAVELOS et al., 2014), no entanto, a maioria dos clínicos recomendam iniciar avaliações 

desde o início do segundo abortamento (SHAPIRA et al., 2012; SARAVELOS et al., 2014). 

 Estatisticamente, menos de 5% das mulheres sofrem dois abortamentos consecutivos, 

e apenas 1-3% relatam três ou mais perdas gestacionais (CAO et al., 2013; VAN DEN BERG 

et al., 2014), entretanto esta incidência é superior ao que seria de esperar ao acaso (LARSEN 

et al., 2013). Outro dado importante é que apenas 50-60% dos abortamentos têm etiologia 

identificada (KIWI, 2006; BREZINA et al., 2014). 
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Múltiplos fatores genéticos podem estar na gênese da inviabilidade da gravidez, entre 

elas, estas quatro variantes polimórficas - Fator V - g.1691G>A, Fator II - g.20210G>A e 

Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR) - g.677C>T e g.1298A>C - são candidatas a 

predispor o tromboembolismo venoso na gravidez, conforme apontado por diversos estudos 

(BOMBELL & MCGUIRE, 2008; FIROUZABADI et al., 2009; FINAN et al., 2010; TRAINA 

et al., 2011; FRAGA et al., 2014). 

 As trombofilias hereditárias, foram demonstradas como causadoras de perdas 

gestacionais recorrentes, (KIWI, 2006; SU et al., 2013) diagnosticadas em 50 a 65% das 

mulheres com história de AR inexplicável (D’UVA et al., 2010). Podem ser devidas à 

deficiência em inibidores da coagulação, ou a variantes nos genes trombofílicos, predispondo 

ao desenvolvimento de microtrombos na vascularização feto-materna acarretando na redução 

da perfusão do espaço intervilositário, infarto placentário, efeitos citotóxicos diretos causando, 

consequentemente, AR (ABRAITIS et al., 2007) 

É um diagnóstico a considerar sobretudo quando existem antecedentes pessoais ou 

familiares de distúrbios trombóticos, como TEV (D’UVA et al., 2010).  

O Fator V Leiden (FVL) – o fator hereditário de risco trombótico mais comum no AR 

(D’UVA et al., 2010) – provoca trombose pela resistência do Fator V à inativação pela Proteína 

C ativada, levando à produção aumentada de trombina e, consequentemente, hipercoagulação 

(MTIRAOUI et al., 2005; D’UVA et al., 2010) 

A variante do fator II (g.20210G>A) intensifica o acúmulo de protrombina e a síntese 

de trombina, predispondo a eventos tromboembólicos (MTIRAOUI et al., 2005). 

Elevados níveis de homocisteína também parecem predispor aos AR e, uma das causas 

genéticas frequentes de hiperhomocisteinemia são as variantes do gene MTHFR (g.677C>T e 

g.1298A>C), que resultam em atividade reduzida da enzima promovendo um estado 

tendencialmente trombótico (KIM et al., 2006, CAO et al., 2013). 

 

2.4. VARIANTE DO FATOR V 

O fator V (FV) é uma glicoproteína de 330 kDa que, quando ativada, potencializa a 

conversão da protrombina em trombina. Sua atividade pró-coagulante é inibida por meio da 

clivagem pela proteína C ativada (APC) nas regiões Arg306, Arg506 e Arg679. A substituição 

da guanina pela adenina na posição 1691, no éxon 10 do gene do Fator V, resulta na troca da 
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Arginina (Arg) pela Glutamina (Gln) na posição 506 da proteína, alteração  também conhecida 

como Fator V de Leiden (FVL) (BERTINA, 2001; NORSTROM, 2002). Tal alteração reduz 

substancialmente a inativação pela APC, pois seu sítio de clivagem está alterado, elevando 

assim a geração de trombina e podendo desenvolver um estado de hipercoagulabilidade 

(BERTINA, 2001). Em 1993, Dahlback e colaboradores descreveram que uma baixa resposta 

anticoagulante a proteína C ativada era associada com risco de trombose (DAHLBACK et al., 

1993).  

 O FV circula em sua forma inativa até o sistema de coagulação ser ativado devido à 

dano nos vasos sanguíneos. Em um estado normal, FV ativado (FVa) age como um cofator que 

interage com a forma ativa do fator X para converter protrombina em trombina que, 

consequentemente, cliva o fibrinogênio em fibrina. Assim, a fibrina polimeriza levando à 

formação de um trombo. A participação da APC como um anticoagulante natural limita a 

extensão da coagulação por clivagem e degradação do FV. APC cliva o FV em sítios específicos 

(na posição 506) e desregula seu funcionamento, entretanto previne o excessivo crescimento do 

trombo (PEREZ-PUJOL et al., 2012). 

 A clivagem do FV também irá permitir a inativação do fator VIIIa, outra proteína 

essencial para o processo. APC é incapaz de inativar o FV quando ocorre variação nessa 

proteína: uma única troca em um aminoácido na posição 506, uma arginina é substituída por 

uma glutamina (Figura 2) (PEREZ-PUJOL et al., 2012). 

O FVL é o fator de risco herdável mais prevalente para tromboembolismo venoso (TEV) 

(COPPOLA et al., 2009). Portadores heterozigotos tem um risco aproximado 3-5x maior para 

TEV, enquanto que o risco em portadores homozigotos é estimado sendo 80x maior que em 

indivíduos sem FVL. É o fator de risco trombótico mais prevalente na população caucasiana, 

estando presente em 3-7% dos indivíduos, mas é raro em Asiáticos e Africanos (FAVAROLO 

et al., 2012).  

A incidência absoluta de TEV em pacientes com mutação no FVL varia de 0,19% a 

0,45% por ano, comparada a 0,10% em indivíduos sem a mutação (ROSENDAAL et al., 2009). 

FVL está presente em heterozigose em aproximadamente 15-20% dos pacientes com TEV 

(FAVAROLO et al., 2012). 
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Figura 2 – Representação esquemática do Gene do FV. O Gene do FV é localizado no braço 

longo do cromossomo 1 na posição 23. 

 
Fonte: Adaptado de PEREZ-PUJOL et al., 2012. 

  

 TEV e o risco absoluto de trombose irá depender da interação com outros fatores tais 

como: idade, gravidez, imobilização, viagem prolongada, cirurgias maiores ou ortopédicas, 

câncer, uso de contraceptivos orais e terapia de reposição hormonal (FRANCHINI, 2012). 

 Além disto, FVL aumenta o risco de abortamento recorrente, possivelmente devido à 

trombose na placenta, e também tem sido associado com aumento no risco de pré-eclampsia, 

ruptura de placenta, natimortos e restrição de crescimento fetal intrauterino sem etiologia 

(FRANCHINI, 2012).  

 Assim, conforme o Colégio Americano de Genética Médica, o FVL deve ser testado nas 

seguintes circunstâncias: 1° TEV antes dos 50 anos, 1° TEV após 50 anos na ausência de 

malignidades, trombose venosa em sítios incomuns (tais como veias hepáticas, mesentéricas e 

cerebrais), TEV recorrente, 1° TEV com história familiar, TEV durante gravidez, período pós-

parto ou em mulheres tomando contraceptivo oral ou sob terapia de reposição hormonal, 

mulheres com perda gestacional inexplicada e familiares de pacientes com FVL (FRANCHINI, 

2012). 
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 Testar o FVL nesses casos é muito útil e pode beneficiar de alvos de tromboprofilaxia 

em situações de alto risco e para evitar fatores de risco adquiridos (FRANCHINI, 2012). 

 O diagnóstico do FVL pode ser realizado por técnicas de análise gênica baseadas em 

amplificação por PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) do éxon 10 do fator V. 

 

2.5. VARIANTE DO FATOR II 

A protrombina ou fator II de coagulação, é uma proteína sanguínea sintetizada no fígado 

na presença de vitamina K. É precursora da trombina, que ao final da cascata de coagulação 

induz a formação de fibrina (Figura 3). Participando também dos mecanismos de controle de 

coagulação, ligando-se à trombomodulina e ativando o sistema da proteína C, tem papel 

fundamental no equilíbrio anticoagulante (POORT, 1996). O gene responsável pela 

protrombina contém aproximadamente 21.000 pb, composto de 14 éxons e 13 íntrons, 

localizado próximo ao centrômero no cromossomo 11 (ZIVELIN, 1998).  

Em 1996, uma variante alélica foi descrita nesse gene, associando-a a etiologia do TEV. 

A alteração consiste em uma mutação pontual, em que ocorre a transição de uma guanina (G) 

por uma adenina (A) na posição 20210 na região 3’ UTR do gene do fator II (FII). Essa mutação 

induz um ganho de função, associado a hiperprotrombinemia, o que aumenta a formação de 

trombina e predispõe à ocorrência de trombose (POORT, 1996; FRANCO et al., 1999; 

JADAON, 2011). 

É considerada a segunda anormalidade genética mais frequentemente associada às 

trombofilias e sua descrição veio reforçar o conceito de que fatores genéticos determinam o 

risco de TEV. Esta mutação é encontrada em 1-3% de indivíduos da população geral, e em 6-

18% dos pacientes com TEV (POORT, 1996). Pesquisas realizadas na população em geral 

mostraram frequência de 2% para o genótipo heterozigoto (ROSENDAAL, 1998). Esta 

mutação encontra-se com maior frequência na população caucasiana e ainda não foi encontrada 

em pacientes negros e asiáticos (HIRA, 2003). No sul do Brasil, uma pesquisa sobre a variante 

do gene de FII apresentou frequências genotípicas em heterozigose de 15.2% em Santa Catarina 

e 7.3% no Paraná (HERKENHOFF, 2012). 
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Figura 3 - Cascata de Coagulação.  Sequência de reações químicas que possui duas vias: 

intrínseca (via da ativação de contato) e extrínseca (via do fator tissular). Ambas vias têm 

grande importância e acabam se juntando para formação do coágulo de fibrina. Os fatores de 

coagulação são numerados por algarismos romanos e a adição da letra “a” indica que eles 

estão em sua forma ativada. Os fatores de coagulação são geralmente enzimas com exceção 

dos fatores V e VIII que são glicoproteínas e do fator XIII que é uma transglutaminase. 

 

 

Fonte: Anaesthesia UK (Coagulation - classical model) 

  

 

2.6. VARIANTES DO MTHFR 

 A enzima MTHFR catalisa a redução de NADPH ligada a redução de 5,10-

metilenotetrahidrofolato para 5-metiltetrafolato, que serve como um cofator na metilação da 

homocisteína para metionina. O gene MTHFR tem pelo menos duas variantes, g.677C>T e 

g.1298A>C e ambas estão associadas a redução da atividade enzimática. O alelo T para 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%A3o_qu%C3%ADmica
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MTHFR g.677C>T está associado a redução do atividade enzimática, diminuição das 

concentrações de folato no soro, plasma e glóbulos vermelhos, e levemente aumentaram as 

concentrações plasmáticas de homocisteína total (tHcy), já o alelo C para MTHFR  g.1298A>C 

não apresenta alterações bioquímicas (FROSST et al., 1995; HESSNER et al., 1999). 

 Duplo heterozigoto para as variantes g.677C>T e g.1298A>C resulta em menor 

atividade da enzima MTHFR, em comparação com a heterozigosidade para qualquer uma das 

variantes de MTHFR separadamente (VAN DER PUT et al., 1998). A variante g.677C>T gera 

uma enzima termoestável com aproximadamente 50% da atividade normal (FROSST et al., 

1995).  

Em caucasianos, a frequência de indivíduos homozigotos varia de 5 a 16% (HESSNER 

et al., 1999). Em 2015, Niewiadonski e colaboradores, encontraram em seu estudo com 

doadores de sangue de São Paulo, a frequência de 9.8% de homozigotos para a variante 

g.677C>T e 6.1% de homozigotos para g.1298A>C (NIEWIADONSKI et al.,2015). 

A atividade normal da enzima MTHFR é crucial para manter o pool de folato e 

metionina circulante e prevenir acúmulo de Hcy. As variantes no gene MTHFR, que causam 

moderada hiperhomocisteinemia, apesar de resultados controversos, podem ser consideradas 

fatores de risco para doença coronariana, trombose venosa, infarto e complicações gestacionais, 

dentre elas AR (HERMANN et al., 2001; KIM et al., 2006). 
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3. JUSTIFICATIVA 

A caracterização de fatores de risco para os AR tem grande importância clínica e 

representa uma etapa fundamental na compreensão da patogênese desta condição., uma vez que 

apenas cerca de 50% dos casos têm sua etiologia identificada. Assim, buscamos verificar a 

importância de realizar, ou não, a análise de variantes genéticas relacionadas à trombofilias 

hereditárias em mulheres que pretendem engravidar ou mulheres em início de gestação, 

buscando reduzir as chances de abortos espontâneos. 

Além disto, considerando também que no Sul do Brasil possuímos uma influência 

genética européia devido a questões de imigração de colonização local, ainda dispomos de 

poucos dados na literatura especializada com relação à prevalência destas alterações genéticas, 

tornando-se evidente a importância de se conhecer essa população, uma vez que estes dados 

poderiam ser úteis para a estimativa do risco para algumas doenças, como o tromboembolismo 

venoso. 
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4. OBJETIVOS 

4.1. OBJETIVO GERAL 

Analisar a prevalência de variantes em genes de predisposição à trombofilias 

hereditárias numa amostra da população do estado do Rio Grande do Sul, representada por 

doadores do banco de sangue do HCPA e em mulheres com abortamentos recorrentes. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar a frequência alélica e genotípica das variantes FV g.1691G>A, FII g.2021G>A, 

MTHFR g.677C>T e MTHFR g.1298A>C em amostra de doadores de sangue do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

 Avaliar a frequência alélica e genotípica das variantes FV g.1691G>A, FII g.2021G>A, 

MTHFR g.677C>T e MTHFR g.1298A>C em um grupo de mulheres com abortamentos 

recorrentes provenientes do ambulatório de Diagnóstico Pré-natal do Serviço de 

Genética Médica do HCPA. 

 Avaliar se há associação entre os abortamentos recorrentes e a presença das variantes 

genéticas em questão, através da comparação com um grupo controle pareado por idade. 
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5. METODOLOGIA 

5.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 Estudo Observacional - Transversal e Caso-Controle 

 

5.2. CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

5.2.1. Doadores de sangue 

Durante o período de 18 de outubro de 2017 até dia 10 de julho de 2018 foram coletadas 

amostras de sangue em papel filtro de doadores de sangue, desde que este estivesse disposto a 

participar da pesquisa após explanação do projeto, assinando o Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido (TCLE- Anexo 1) e preenchendo o Questionário para Doadores de Sangue 

(Anexo 2).  

A coleta foi realizada no mesmo momento da análise de hemoglobina, que faz parte do 

processo triagem para doação de sangue. Assim, nem todos os participantes da pesquisa doaram 

sangue efetivamente. Todos participantes da pesquisa foram cadastrados em um banco, por 

meio de numeração, onde as informações foram registradas. 

Os critérios de exclusão deste grupo foram os seguintes: 

- Doadores que não compreenderam o objetivo do estudo devido a sua condição clínica 

ou que não apresentarem condições de exercerem sua autonomia;   

- Doadores acompanhados de algum familiar que já havia sido incluído como 

participante desta pesquisa. 

 

5.2.2. Mulheres com casos de abortamentos recorrentes 

 Buscamos junto ao Ambulatório de Genética Pré-Natal do HCPA as mulheres que 

haviam consultado, durante o início do ano de 2014 até o final do ano de 2018, com casos de 

abortamento de repetição. Essas mulheres já tinham seu DNA extraído e armazenado em 

biorrepositório do Serviços de Genética Médica (SGM), bem como já possuíam diagnóstico 

para as variantes do fator V (g.1691G>A) e do fator II (g.20210G>A). 
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 Para a análise das variantes de MTHFR realizamos o diagnóstico com o DNA já 

existente, de forma anônima, solicitando dispensa de TCLE devido ao fato das variantes 

g.677C>T e g.1298A>C serem bastante comuns na população saudável.  

 

5.3. GRUPO DE PESQUISA 

Este projeto está vinculado ao Laboratório de Genética Molecular do Serviço de Genética 

Médica e ao Banco de Sangue do Serviço de Hemoterapia, ambos do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre. 

 

5.4. PROCEDIMENTOS  

 5.4.1. Extração do DNA de SIPF 

Após a coleta da amostra de sangue impregnado em papel-filtro (SIPF) elas foram secas 

em temperatura ambiente (25-27ºC) e em seguida armazenadas em embalagens plásticas, com 

sílica, previamente identificadas. 

Para execução da extração de DNA utilizamos 3 picotes em discos de 3mm de diâmetro, 

de cada amostra. Os discos foram lavados com água de injeção por 2 vezes, ocorrendo o 

descarte do sobrenadante após cada lavagem. Por fim, os picotes de cada amostra foram 

transferidos para poços de placas e incubados em termociclador a 95°C por 30 minutos, 

conforme protocolo adaptado de KATO et al., 2014. 

Em seguida, as amostras já estavam prontas para genotipagem ou para serem 

armazenadas em geladeira por até 1 mês. 

 

5.4.2. Genotipagem 

Utilizamos a técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real, com 

sondas TaqMan® (Life Technologies) disponíveis comercialmente e utilizadas para detectar 

sequências específicas nos fragmentos de DNA amplificados na PCR. A reação com 

TaqMan® é considerada um método sensível para determinar a presença ou ausência de 

sequências específicas (HOLLAND et al., 1991). Estas sondas apresentam na extremidade 5’ 

um fluoróforo marcado com VIC ou FAM (que emite luz captada pelo sistema óptico do 
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equipamento) e na extremidade 3’ um quencher (molécula que aceita energia do fluorófuro, 

impedindo que o sistema capte luz) (Figura 4). A sonda TaqMan® hibridiza com a sequência 

da fita simples de DNA complementar alvo para a amplificação. Os produtos da reação são 

detectados pela fluorescência gerada após atividade exonuclease 5’ - 3’ da Taq DNA 

polimerase. 

 

Figura 4 – Mecanismo TaqMan. Ilustração da técnica TaqMan®, que por meio da Taq 

Polimerase libera o fluoróforo, permitindo que o sistema ótico do equipamento Step One 

capte luz. 

 

  

Para a reação de PCR foi  preparado um MIX contendo: 6µL de Master Mix 

(TaqMan™ Genotyping Master Mix), 0.3µL de sonda TaqMan® (de acordo com a variante 

analisada), 2.7µL de água ultrapura e 3µL de DNA. A genotipagem ocorreu de acordo com as 

instruções do fabricante. Um controle negativo (sem DNA), foi adicionado a cada placa para 

garantir isenção de contaminação. O equipamento Step One (Applied Biosystems, Life 

Technologies) foi programado com o seguinte ciclo de PCR: estágio de pré-leitura a 60°C por 

30”, estágio de preparação a 95°C por 10’, estágio de PCR que consiste em duas etapas de 60 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4371355
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ciclos - etapa I a 95°C por 15” / etapa II a 60°C por 01’ - e, finalmente a estágio pós-leitura a 

60°C por 30”. 

A leitura dos resultados da genotipagem de SNPs por PCR em tempo real (“endpoint”) 

avalia a emissão de fluorescência das sondas no final da termociclagem. Assim, para cada 

uma das quatro variantes analisadas três grupos diferentes podem ser observados (homozigoto 

selvagem, heterozigoto e homozigoto mutado), de acordo com o tipo de fluorescência emitida 

(Figura 5). 

 

Figura 5 – Gráfico de Discriminação Alélica da variante g.677C>T. Gráfico com o 

resultado final da reação de uma das análises realizadas para o gene MTHFR g.677C>T. 

 
Azul = homozigoto mutado / Verde = heterozigoto / Vermelho = homozigoto selvagem 

 

5.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 Todas as análises estatísticas foram realizadas no programa Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS) versão 25.0 (IBM SPSS Inc., Chicago 2011), com nível de significância 

estabelecido em 5% e IC=95% (p-value <0.05). As variáveis contínuas foram descritas como 

média (+/- desvio padrão), as proporções foram expressas como porcentagens e as comparações 

entre os grupos caso e controle foram realizadas por teste qui-quadrado de Pearson. 
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5.6. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

Este estudo seguiu as condições estabelecidas na Resolução 466/2012 do Conselho 

Nacional de Saúde (CNS) e foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa do 

HCPA (projeto nº 17-0207). O TCLE (Anexo 1) foi entregue aos participantes da pesquisa do 

banco de sangue do HCPA e assinado. Solicitamos dispensa de TCLE apenas para as mulheres 

que já haviam realizado os diagnósticos durante os anos de 2014 a 2018, sendo estas avaliadas 

de forma anônima no estudo.  
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ABSTRACT 

Objective:  To evaluate the prevalence of thrombophilic factors in the FV (g.1691G>A), 

FII (g.20210G>A) and MTHFR (g.677C>T and g.1298A>C) genes among the group of women 

with cases of 2 or more recurrent miscarriages (RM) and the control group, verifying existence 

of some association between the groups. 

Methods: A case-control study was conducted to investigate FV (g.1691G>A), FII 

(g.20210G>A) and MTHFR (g.677C>T and g.1298A>C) variants in two groups. The case 

group contained 33 women with 2 or more RM cases, attended between 2014 and 2018 at the 

HCPA Prenatal Outpatient Clinic. This group was matched for age and sex with a control group 

of 99 healthy, non-RM, HCPA blood donors. Genotyping of these groups was performed by 

qPCR with commercially available TaqMan probes for each genetic variant. 

mailto:ssegal@hcpa.edu.br
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Results:  The mean age of women in both groups was 35 years. The prevalence of FVL 

and FII variants genes was exactly the same in the two groups, with no homozygous results for 

the variants. In the case group of women with RM the allele frequencies for the MTHFR variants 

were g.677C> T 76% (C), 24% (T); MTHFR g.1298A> C 80% (A), 20% (C). And in the control 

group the allele frequencies for MTHFR were g.677C> T 67% (C), 33% (T); MTHFR g.1298A> 

C 73% (A), 27% (C). However, although the MTHFR variants differ in prevalence (CI 95%), 

we did not find a significant association between the case and control groups. 

 Conclusion: Although screening for hereditary thrombophilia is one of the strategies to 

recognize possible reasons for RM, our data does not suggest a relationship between genetic 

variants and abortions. However, due to divergences in other studies worldwide, it would be 

necessary to extend this study involving a greater number of cases, to try to clarify such 

interpretations. 

 

1.  Introduction 

Recurrent miscarriages (RM) are common pregnancy complications that affects 15-20% 

of couples [1] and around 5% of women at the reproductive age [2,3]. According to the 

American Society for Reproductive Medicine (ASRM), recurrent abortion syndrome is defined 

by two or more gestational losses, up to the 20th week of gestation [4,5]. The risk of recurrence 

increases with the maternal age and number of successive losses [6,7].  

Major factors of RM are structural and numerical chromosomal abnormalities, 

inflammatory and autoimmune disorders, and allelic variants of some pro-thrombophilic genes. 

Although the etiology of these miscarriages remains poorly understood [8-12], evidence 

supports that hereditary prothrombotic factors play a pathogenic role at the beginning and at 

the end of pregnancy, promoting a thrombogenic physiological state [3]. 

 Throughout life, women are exposed to several factors that favor a state of 

hypercoagulability, such as hormonal contraceptive agents, gestation, puerperium, hormone 

replacement therapy and immobility of later life [13-15]. In the gestational state, there are 

studies showing that hereditary thrombophilia are significant risk factors for RM [16-18]. 

Changes in Factor V (Factor V Leiden) and Factor II (prothrombin) genes stimulate blood 

coagulation, while variants in the methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene results 

in elevation in the homocysteine levels; such variants, have been identified as risk factors for 
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thrombosis leading to inadequate fetomaternal circulation, and affecting the process of 

placentation in the developing embryo, which may further explain RM results [19-22]. 

 Hyperhomocysteinemia is a risk factor for vascular damage, favoring thrombogenesis 

in placental vessels, arteries and veins, reducing the fetal blood supply and altering the normal 

gestation process. Abortions, in the early stages of gestation, can be explained by the damage 

that excess homocysteine can cause in the decidua and chorionic vessels, leading to inefficient 

implantation of the embryo [23]. Therefore, polymorphisms g.C677C> T and g.1298A> C in 

the MTHFR gene may affect the level and activity of this enzyme in blood [23,24]. 

 In this study we proposed to identify some hereditary prothrombophilic genetic 

variants comparing their frequency in a group of women with RM and in a matched control 

group. We hypothesized that the presence of such variants could be a susceptibility to 

gestational losses. 

 

2. Material and Methods 

Sample: This case-control study was designed to investigate the association between 

idiopathic recurrent miscarriage and four thrombophilic variants: FV g.1691G>A, FII 

g.20210G>A, MTHFR g.677C>T and MTHFR g.1298A>C. The case group was comprised of 

33 women with two or more consecutive miscarriages until the 20th week, who were attended 

at the Genetics Prenatal Outpatient Clinic of Hospital de Clínicas de Porto Alegre, from 2014 

to 2018. The control group consisted of 99 healthy women from the HCPA blood bank with no 

history of gestational loss, matched by age to the case group. 

DNA Extraction: Deoxyribonucleic acid (DNA) from the control group was extracted 

from capillary blood on filter paper (FP) about 2 days after collection. We adapted the protocol 

of Kato et al., 2014 [25] and used 3 FP punches of 3mm each that were washed 2x with ultrapure 

water and vortexed for about 1 minute between each wash. Following the washes the 

supernatant was discarded and 75μL of 10x TE Buffer was added, and incubated in a 

thermocycler (Applied Biosystems, Veriti), for 30 'at 95ºC. These samples were stored at 4 ° C 

and used within 1 month. DNA from the case group was already extracted from venous blood 

and stored in the lab biorepository. The analysis of FV and FII variants had already been 
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performed previously and to access these results we consulted the medical records.  Genotyping 

was performed in these samples for the MTHFR variants only. 

Genotyping: Genotyping of all variants was performed using the real-time polymerase 

chain reaction (qPCR) with Taqman (Applied Biosystems-Life Technologies) assays as 

described in Table 1, composed of probes labeled with VIC and FAM fluorophores. The qPCR 

protocol using Step One equipment (Applied Biosystems - Life Technologies) consisted of an 

initial step of 60°C for 30" and 95°C for 10'; followed by 60 cycles of 95°C for 15" and 60°C 

for 1'; and a final step of 60° C for 30’. Reactions were performed according to the 

manufactures’ protocol. 

 

Table 1. SNPs identification and Assay ID for Real Time PCR testing. 

Gene SNP rs number Life Technologies Assay ID 

Factor V  g.1691G>A rs6025 C__11975250_10 

Factor II g.20210G>A  rs1799963 C___8726802_20 

MTHFR g.677C>T rs1801133 C___1202883_20 

MTHFR g.1298A>C rs1801131 C____850486_20 

 

Statistical analysis: The quantitative variable - age - was expressed as mean ± standard 

deviation and the qualitative variables were expressed as frequency (percent). As the variable 

age was controlled and paired, the results were the same for the case and control group. To 

compare the g.20210G>A, g.1691G>A, g.677C>T and g.1298A>C genetic variants between 

the group of women with RM and the control group, chi-square test of independence was used. 

All analyzes were performed with the Statistical Package for Social Sciences version 25 

software, with a level of statistical significance set at 5% (p-value <0.05), CI=95%. 

Ethical Approval: Consent form (CF) was signed by the participants. We requested 

exemption from CF only for women who had already performed the diagnoses during the years 

2014 to 2016, and these were being evaluated anonymously in the study. The protocol was 

approved by the Research Ethics Committee of Hospital de Clinicas de Porto Alegre 

(registration number 17-0207) and was conducted according to guidelines of the Good Clinical 

Practice. 
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3. Results 

The population of the present study consisted of 66 women, divided into two groups: 

case (n = 33) and control (n = 99). The mean age of both groups was 35 (sd ± 5.7) years, 

considering that the groups were paired by age. All women in the case and control groups were 

evaluated for the four genetic variants described before (Table 2) and the population is in 

Hardy-Weinberg equilibrium. 

Among cases and controls, none of them presented the FV g.1691G>A variant, neither 

in homozygosis or in heterozygosis. In the analysis of the FII g.20210G>A variant, only 3% of 

women heterozygous genotype in each group, as they aren’t hedged changes, thus maintaining 

a same proportion in both groups (Table 2). 
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Table 2: Prevalence of FV (g.1691G>A), FII (g.20210G>A) and MTHFR (g.677C>T and g.1298A>C) in women with 

recurrent pregnancy loss and normal controls and comparison of the case group regarding the four genetic 

variants analyzed 

Genotype/Allele Case (n=33) Control (n=99) P-Value 

FV – g.1691G>A 

WT Genotype (G/G) 

HET Genotype (G/A) 

MUT Genotype (A/A) 

 

WT Allelic (G) 

MUT Allelic (A) 

 

33 (100%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

 

66 (100%) 

0 (0%) 

 

99 (100%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

 

198 (100%) 

0 (0%) 

 

- 

- 

- 

 

- 

- 

FII – g.20210G>A 

WT Genotype (G/G) 

HET Genotype (G/A) 

MUT Genotype (A/A) 

 

WT Allelic (G) 

MUT Allelic (A) 

 

32 (97%) 

1 (3%) 

0 (0%) 

 

65 (98.5%) 

1 (1.5%) 

 

32 (97%) 

1 (3%) 

0 (0%) 

 

195 (98.5%) 

3 (1.5%) 

 

- 

- 

- 

 

- 

- 

MTHFR – g.677C>T 

WT Genotype (C/C) 

HET Genotype (C/T) 

MUT Genotype (T/T) 

 

WT Allelic (C) 

MUT Allelic (T) 

 

19 (58%) 

12 (36%) 

2 (6%) 

 

50 (76%) 

16 (24%) 

 

45 (45%) 

42 (43%) 

12 (12%) 

 

132 (67%) 

66 (33%) 

 

0.228 

0.540 

0,327 

 

0.167 

0.167 

MTHFR – g.1298A>C 

WT Genotype (A/A) 

HET Genotype (A/C) 

MUT Genotype (C/C) 

 

WT Allelic (A) 

MUT Allelic (C) 

 

22 (67%) 

9 (27%) 

2 (6%) 

 

53 (80%) 

13 (20%) 

 

51 (52%) 

43 (43%) 

5 (5%) 

 

145 (73%) 

53 (27%) 

 

0.129 

0.100 

0.823 

 

0.251 

0.251 

g.677C>T+g.1298A>C 

HET Genotype (C/T + A/C) 

 

4 (12%) 

 

22 (22%) 

 

0.865 

WT – wild-type; HET – heterozygous; MUT – genetic variant (mutation)  

 

Analysis of variants g.677C> T and g.1298A> C presented different frequencies 

between the case and control groups, as we can see in the allelic frequencies, whereas the wild 

- type allele was more frequent in the case group - g.677C>T (C) - case 76% vs. control 67% 

and g.1298A>C (A) - Case 80% vs. Control 73%. However, when we evaluated by the chi-
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square statistical test, we verified that there is no significant association of any of the genetic 

variants (Table 2). When we analyzed in a composite manner, associating SNPs in 

heterozygosis of the MTHFR gene (g.677C>T + g.1298A>C), as can be seen in some studies 

[34,35] where it was possible to see an expressive increase in frequency C/T + A/C in groups 

with RM cases, we verified that it doesn’t apply to our sample, since in this group the control 

group presents a higher composite frequency (22%) than the case group (12%) (Table 2). 

 

4. Discussion 

 RM has a multifactorial etiology and in some cases it is not possible to identify its cause, 

being a large number of gestational losses considered idiopathic. It is known that gestation is a 

state of hypercoagulability and thus, factors that increase thrombotic risk, impairing fetal 

circulation or causing placental thrombotic vasculopathy may result in fetal loss [3,26]. 

Opposite from the FV and FII variants, the frequencies of the MTHFR variants presented 

differently among our control groups, although no association was significant (P< 0.05). 

 The genotypic frequencies of the prothrombotic factors FV g.1691G>A and FII 

g.20210G>A observed in the RM group (0% and 3%, respectively) were consistent with the 

frequencies reported in a review of several RM populations [27]. The frequencies of these two 

factors were exactly the same in both groups, not reporting statistically significant differences, 

which is in line with that presented by Quintero-Ramos et al., [28] in a Mexican population, 

composed of couples. In contrast, a recent study in Saudi Arabia confirmed the involvement of 

variants in these two specific genes (FV g.1691G>A and FII g.20210G>A) in increasing the 

incidence of RM [29]. In addition, these two genetic factors have also been associated with 

obstetric complications, including miscarriages, placental abruption, fetal growth restriction 

intrauterine or stillbirth [30-33]. 

 High levels of homocysteine due to variants in MTHFR were reported as risk factors for 

the pathogenesis of spontaneous abortion, however, there was no consensus on the association 

between polymorphisms in MTHFR and RA [19]. Some studies report that there are only 

gestational risks when these changes appear in homozygousness and associated with altered 

levels of homocysteine [23,41,42]. In our study, for the g.677C> T variant the homozygous 

genotype (T / T) was found in 6% of the cases and 12% of the controls. For the g.1298A> C 
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polymorphism, the homozygous genotype (C/C) had a frequency of 6% in the case group and 

5% in the control group. 

 Allelic frequencies of all genetic variants also resemble each other in both groups, and 

when they differ, the variant allele is more present in the control group, that is, in the sample 

that represents the healthy population, and therefore cann’t be related to the cases of RM in this 

study. 

Sample size is not sufficient, being a limiting factor of this study, considering that “n” 

and ethnicity are important because the rate of these variants may differ across populations. In 

Brazil, FV g.1691G>A and FII g.20210G>A variants are present in about 2% of the population 

with European ancestry [36]. The frequency of the MTHFR g.677C>T mutation has high 

geographical and ethnic variability worldwide. The prevalence of the homozygous genotype 

g.677C>T (T/T) in Brazil ranges from 2.7 to 17.5% [37, 38]. Thus, when comparing the 

frequencies found in our study, they are in line with what has already been described in the 

population, and it is not observed more frequently in the group of women with RM. 

 Another factor to be considered in our case group is maternal age, with an average age 

of 35 years, as female fertility begins to drop by the age of 35 and has a significant decline after 

the age of 35. Although age alone cannot constitute a risk factor, pregnant women aged 35 or 

older are considered late or elderly, and are more likely to develop complications during 

pregnancy, including miscarriages [39, 40]. 

 

5. Conclusion 

 Despite several studies worldwide have approached the relationship between RM and 

genetic thrombofilic factors, the results are, especially within caucasian populations, 

inconclusive and contradictory. This is probably due to the low number of individuals, with 

studies frequently investigating less than 100 cases. Thus, RM remains a challenge for 

gynecologists and so far no treatment has been described for this problem.  Screening for 

thrombophilic variants is one of the few ways to recognize the reasons for RM, nevertheless 

our data does not suggest a relationship between the genetic variants analyzed and abortions. 

Other studies involving a greater number of cases could be necessary to clarify such 

discrepancies, mainly seeking more responses on the MTHFR polymorphisms, since these are 
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found in 30-50% of the population and apparently aren’t associated with the increased risk of 

AR.  
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ABSTRACT 

Introduction: Thromboembolic events occur due to imbalance of homeostasis and, some factors 

associated with this condition can be inherited. In order to evaluate the frequency of common 

hereditary risk factors for thrombophilia associated with venous thrombosis (g.1691G>A and 

g.20210G>A) and hyperhomocysteinemia (g.677C>T, g.1298A>C) voluntary healthy blood 
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donors of the Hospital de Clínicas de Porto Alegre were tested. Methods: We examined 325 

blood samples from blood donors collected from October 2017 to July 2018. Blood was 

collected on filter paper and the DNA was extracted for single nucleotide polimorphism 

analysis using Qualitative Real Time polymerase chain reaction. Results: The calculated 

frequencies of each genetic variant in homozigozity were 4% for the FV (g.1691G>A); 4% for 

the FII (g.20210G>A); 14% and 6% for the MTHFR (g.677C>T, g.1298A>C, respectively). 

Discussion and Conclusions: Taken together, these results describe the frequencies of genetic 

variants associated with venous thrombosis and hyperhomocysteinemia and are important to 

enhance our current knowledge about the genetic profiles of Brazilian blood donors. 

 

KEYWORDS: prothrombin; factor V Leiden; methylenetetrahydrofolate redutase; blood 

donors; thrombophilia; hereditary thrombophilia; g.677C>T; g.1298A>C; g.20210G>A; 

g.1691G>A. 

 

INTRODUCTION  

 Thromboembolic events occur as a result of the disruption of the balance between 

fibrinolysis and thrombosis. Factors associated with coagulation abnormalities can be acquired 

(obesity, smoking, immobility) or inherited (variations in the: Factor V Leiden, Prothrombin, 

Methylenetetrahydrofolate Reductase). Thus, in the last five decades, the molecular bases of 

coagulation and anticoagulation pathways have been well studied and some hereditary risk 

factors were considered responsible for venous thromboembolism (VTE) 1,2. Factor V (FV) 

(g.1691G>A), factor II (FII) (g.20210G>A) and methylenetetrahydrofolate reductase 

(MTHFR) (g.677C>T, g.1298A>C) variants are the most common molecular biomarkers used 

to evaluate a possible tendency to venous thromboembolism 1. 

 Variant in the factor V (FV) (rs 6025) 3,4, also known as Factor V Leiden (FVL), is 

the leading cause of genetic thrombophilia 5 and is observed in 5% of the European population 

worldwide 6. The relative risk for venous thrombosis is 3–10 times higher for heterozygotes 

and 50–100 times higher for homozygotes when compared to wild type subjects 5,7. It is 

characterized by poor anticoagulant response to activated protein C (APC) due to the 

substitution of glutamine by arginine at codon 506, which leads to the loss of the cleavage site 

of the protein raising the risk of VTE by increasing the production of thrombin 8. The second 
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most frequent genetic prothrombotic factor in humans is a variant in the prothrombin or 

coagulation factor II (rs1799963) 3,4,9. Its prevalence in the European population is 

approximately 1 to 4%, and the frequency of this variant among patients with venous 

thrombosis is 5 to 7% 9. In addition, previous studies have indicated that the recurrence of 

venous thrombosis is higher for heterozygous individuals with mutations in FV and FII 10. 

 MTHFR is a key enzyme in folate metabolism that catalyzes the reduction of 5,10-

methylenetetrahydrofolate to 5-methylenetetrahydrofolate, being the predominant form of 

circulatory folate responsible for remethylation of homocysteine (Hcy) to methionine 11. 

Variants (rs1801133 and rs1801131) in the gene encoding MTHFR cause enzyme 

thermolability and decrease its activity by up to 40% 12 which leads to low folate levels and 

increased plasma Hcy (hyperhomocysteinemia) 13. An increased level of homocysteine in 

plasma (hyperhomocysteinemia) also leads to prothrombotic events and is related to the 

presence of g.677C>T (rs1801133) and g.1298A>C (rs1801131) variants 14-16. Previous studies 

have reported an association between hemorrhagic (677TT and 677TT/1298AA genotypes) and 

ischemic stroke (1298CC and 677TT/1298CC genotypes) in cases of homozygozity or 

heterozigozity 17. 

  In Brazil, genotypic frequency of the variants in the FV (g.1691G>A), FII 

(g.20210G>A) and MTHFR (g.677C>T) described in the general population ranges from 0,7–

4,8%, 0,7–3,6% and 35%-44%, respectively18-25. Robust evidence also exists on the association 

between non-O blood groups (e.g.: A, B and AB) and a higher risk of VTE 26,27, so that ABO 

blood groups are frequently included in the panel of first-level laboratory tests for 

thrombophilia screening. 

 The objective of this study was to evaluate the prevalence of these variants in a healthy 

Brazilian population, represented by voluntary blood donors of the Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre. 

 

METHODS 

Sample 

A total of 325 blood samples were collected from October 2017 to July 2018, from blood 

donors of the Blood Bank of the Hospital de Clínicas de Porto Alegre. The participants were 

self-classified as European-descendants and Afro-descendants. The study was approved by the 
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Ethics Committee of the Hospital de Clínicas de Porto Alegre (IBR approval: 17-0207) and all 

participants provided written informed consent. 

 

DNA Extraction 

 The protocol for DNA extraction was adapted from the protocol of Kato et al., 2014 

[27]. DNA was isolated from capillary blood collected on filter paper (FP), and 3 disks of 3mm 

were used. Samples were washed twice with ultrapure distilled water and vortexed for about 1 

minute each wash. The supernatant was discarded, 75μL of 10x TE Buffer was added, followed 

by incubation for 30 sec at 95ºC in the thermocycler (Applied Biosystems, Veriti). The amount 

and quality of the DNA were determined by spectrophotometry using a NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific, Wilmington, DE). All samples were diluted to a final concentration of 

5ng/μl, stored in a refrigerator at 4°C and used within 1 month. 

 

Genotyping 

Genotyping was performed using TaqMan assays commercially available from Life 

Technologies. The rs numbers - accession number used by researchers and databases to refer to 

specific SNPs -, variant, gene and assay numbers for the selected SNPs are described in Table 

1. 

 

Table 1 

SNPs identification and Assay ID for Real Time PCR testing. 

Gene SNP rs number Life Technologies Assay 

ID 

Factor V g.1691G>A  rs6025 C__11975250_10 

Factor II g.20210G>A  rs1799963 C___8726802_20 

MTHFR g.677C>T rs1801133 C___1202883_20 

MTHFR g.1298A>C rs1801131 C____850486_20 

 

Assays included primers and probes labeled with VIC and FAM dyes, and each probe 

designed for a particular type of allele. Genotyping was performed according to the 



56 
 

 
 

manufacturer's instructions. TaqMan reactions were performed with Step One (Applied 

Biosystems, Life Technologies) following the PCR cycle: Pre-Read Stage at 60°C for 30”, Hold 

Stage at 95°C for 10', PCR Stage consisting of two steps of 60 cycles - step I at 95°C for 15” / 

step II at 60°C for 01' – and finally Post-Reading Stage at 60°C for 30”. The genotypic and 

allelic frequencies of each single nucleotide polimorphism (SNP) tested in the blood donor 

population were calculated using the IBM® SPSS v.25 analysis software 

 

RESULTS 

There were 131 males (40%) and 194 females (60%). The mean age was 38.5 years of 

age (ranging from: 18 age to 76 years of age, standard deviation ± 11.4). 97% of donors were 

self-classified as European-descendants (315) and 3% as Afro-descendants (10). Blood type O 

was the most common with 40% (130), followed by 29% type A (95), 9% type AB (28) and 

4% type B (13). 18% (59) did not pass the screening and thus did not have blood typing 

performed. The genotypic and allelic frequencies are shown in Table 2, considering that the 

population is in Hardy-Weinberg equilibrium for the four variants evaluated. The most frequent 

variants found among the SNPs studied were g.677C>T and g.1298A>C in the MTHFR gene. 

Heterozygous genotypes were present in 42% (137/325) and 39% (127/325) of blood donor 

samples tested for g.677C>T and g.1298A>C, respectively, while homozygous mutant 

genotypes were present in 13.5% (44/325) and 5.5% (18/325) of the samples, respectively. 

However, less frequent variants were observed in the FV (g.1691G>A) and in the FII 

(g.20210G>A), and these variants were present only in heterozygous state (4% for both variants 

- 12/325 for g.1691G>A and 14/325 for g.20210G>A). 
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Table 2 

Genotypic and allelic frequencies observed in the population studied using Real Time PCR method 

 FV 

g.1691G>A 

FII 

g.20210G>A 

MTHFR 

g.677C>T 

MTHFR 

g.1298A>C 

Genotypic  Frequencies  

 

WT 96% (G/G) 96% (G/G) 44% (C/C) 55% (A/A) 

HET 4% (G/A) 4% (G/A) 42% (C/T) 39% (A/C) 

MUT 0% (A/A) 0% (A/A) 14% (T/T) 6% (C/C) 

 

 

Allelic Frequencies  

 

Allele 1 98.2% (G) 97.8% (G) 65.5% (C) 75% (A) 

Allele 2 1.8% (G) 2.2% (A) 35.5% (T) 25% (C) 

Genotype = WT – Wild Type; HET – Heterozygous; MUT – Homozygous for the variant 

 

 

Table 3 

Distribution of the genotype O and non-O blood groups (A, B and AB) for the studied population. 

 WT HET MUT 

FV g.1691G>A 

A 

B 

AB 

O 

91 (35%) 

13 (5%) 

28 (11%) 

126 (49%) 

4 (50%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

4 (50%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

 Type Non-O 51% 

Type O 49% 

Type Non-O 50% 

Type O 50% 

Type Non-O 0% 

Type O 0% 

FII g.20210G>A 

A 

B 

AB 

O 

90 (35%) 

13 (5%) 

28 (11%) 

126 (49%) 

5 (55.5%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

4 (44.5%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

 Type Non-O 51% 

Type O 49% 

Type Non-O 55.5% 

Type O 44.5% 

Type Non-O 0% 

Type O 0% 

MTHFR g.677C>T 

A 

B 

AB 

O 

35 (29%) 

6 (5%) 

14 (12%) 

65 (54%) 

48 (44%) 

6 (5%) 

11 (10%) 

45 (41%) 

12 (30%) 

1 (3%) 

3 (7%) 

25 (60%) 

 Type Non-O 46% 

Type O 54% 

Type Non-O 59% 

Type O 41% 

Type Non-O 39% 

Type O 60% 

MTHFR g.1298A>C    

A 

B 

AB 

O 

59 (40%) 

4 (3%) 

16 (11%) 

69 (46%) 

31 (30%) 

8 (8%) 

10 (10%) 

53 (52%) 

5 (31%) 

1 (6%) 

2 (13%) 

8 (50%) 

 Type Non-O 54% 

Type O 46% 

Type Non-O 48% 

Type O 52% 

Type Non-O 50% 

Type O 50% 

Genotype = WT – Wild Type; HET – Heterozygous; MUT – Homozygous for the variant 

 

Previous studies have shown evidence that non-O blood groups (A, B and AB) could be 

associated to higher risk of VTE 26; thus, we analyzed 266 blood donors from the study 



58 
 

 
 

population who had their blood typing available. We performed the distribution of genotyping 

between two groups: blood type O and non-O blood type (including types A, B and AB), as 

presented in Table 3. 

Analyzing the distribution in blood groups, we observed that the proportions between O 

and non-O blood groups remained very similar, not statistically significant, except for the 

heterozygote group of the g.677C> T variant (p = 0.040 for IC = 95% and p<0.05). However, 

our sample does not have sufficient power to ascertain whether blood typing is related to the 

heterozygosity of the g.677C> T variant. 

 

DISCUSSION AND CONCLUSIONS 

Available literature on the prevalence of carriers for g.1691G> A and g.20210G>A 

variants are strongly associated with geographic location. Prothrombotic mutations are 

extremely rare among non-Europeans (African descendants, Chinese, Japanese, Native 

Americans of the North and South, or Inuit of Greenland). In general,  Brazilian prevalence of 

heterozygotes for FII variant g.20210G>A is 0.8% on average (0.7-1.6%) 36, and 

heterozygosity for the Leiden factor V variant occurs in 3-8% of the USA and European 

population in general 37. Niewiadonski and cols. observed a heterozygous frequency of 1.2% 

for FV variant and 0.5% for FII variant in blood donors from São Paulo 38. 

One of the striking characteristics of the Southern region of Brazil concerns its 

colonization, which began in the mid-seventeenth century by the Portuguese. The south of 

Brazil had majority of immigrants from the Azores, Spain, Germany, Italy, Poland, the 

Netherlands, among other European countries. Nonetheless, this contributed to the formation 

of the Brazilian society of the 19th century with majority of the European ethnicity 39. This 

region received a small number of African slaves.  

A study conducted at Somalia showed that these common genetic risk factors most 

known for VTE are absent or less frequent in this group, when compared to other ethnic 

populations 40. Our population had very few individuals with afro-descendant origin (3%) which 

could explain the higher prevalence of these variants. However, this study was limited by its 

sample size. 

In the present study, we verified that homozygous genotypes for the g.1691G> A and 

g.20210G> A alterations are completely absent, which is in agreement with the great majority 
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of studies, however the heterozygous genotypes of both variants were higher than the previous 

reports in healthy Brazilian individuals 18-20, much closer to the prevalence of these variants in 

studies of the healthy European population, such as Italy (2.3 - 5.7%) and Spain (3.1 - 6.5%) 28-

30,36. Therefore, we can consider that the origin of colonization still maintains genetic traits in 

the region. 

 Although we found that some subjects carry the mutant allele, they may not express the 

disorder due the reduced (or incomplete) penetrance showed by some autosomal dominant, such 

as FV g.1691G>A. Genotyping studies of apparently healthy individuals may be an approach 

to understand the penetrance of pathological variants 34,35. 

The MTHFR g.677C>T variant has a relatively high frequency worldwide, and the 

geographical pattern of allelic frequency supports the hypothesis that it is a risk factor for 

vascular diseases and neural tube defects. A possible explanation for this high frequency could 

be a mutant heterozygous or homozygous advantage of the previously unknown type. 

Prevalences found for MTHFR in this study were consistent with the results obtained from 

previous studies in Brazilian children and other control groups 18-20,22,31. A comparison of the 

results obtained in the present study with those obtained in a recent prevalence study in blood 

donors in the central-southern region of Italy revealed that the cohort used in this study 

presented a higher number of healthy individuals heterozygotes for g.677C>T and g.1298A>C 

32. None of the subjects tested had a 677TT / 1298CC associated genotype.  

 In conclusion, the screening of a larger sample size is necessary for a more accurate 

determination of the frequency of alleles in the Souther Brazilian population, since a difference 

in the frequency of SNPs of our sample was observed when compared with groups of other 

Brazilian regions, but very similar to the European population. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 O AR normalmente constitui uma condição difícil tanto para o casal como para o médico 

envolvido e, é frustrante pensar que em cerca de metade dos casos não haverá identificação da 

causa subjacente. Afim de validar a investigação causal do AR, a associação de informações 

provenientes de diversas áreas, dentre elas a genética, a citologia e a genecologia/obstetrícia em 

si, se faz necessária. Essa associação também parece fundamental para dar seguimento a 

pesquisas mais robustas buscando uma compreensão mais global desta complicação, que se 

apresenta de forma multifatorial. 

Os objetivos deste estudo foram atendidos plenamente dentro da produção de dois 

artigos, entretanto, com os passar das análises percebemos que outras informações poderiam 

ter sido integradas, principalmente em relação às análises citogenéticas e a inclusão do 

questionamento aos doadores de sangue sobre o fato de já terem tido algum caso de 

tromboembolismo. Entretanto, não se tornou mais viável alterar durante o decorrer do estudo 

devido a questões éticas já aprovadas ou por não termos mais acesso aos primeiros doadores. 

Também nos deparamos com informações de prontuários insuficientes ou incompletas, como 

aconteceu com doadores que só passaram pela triagem e não puderam seguir até a efetiva 

doação, impedindo assim o conhecimento de tipagem sanguínea de toda a amostra.  

Considerando perspectivas futuras, é válido pensar em um número amostral maior, 

permitindo assim que os dados possam ser extrapolados para populações de forma mais geral. 

Além disso, seria importante considerar uma análise de prontuário de forma mais geral para 

respostas mais completas, buscando inclusive pelas respostas ao questionário que é feito às 

mulheres com AR antes de terem seu sangue encaminhado para análise das trombofilias 

hereditárias, acrescentando maiores indícios sobre a fisiopatologia dos abortamentos. 
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9. ANEXOS 

9.1. ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA DOADORES DO 

BANCO DE SANGUE 

Título do Projeto: Análise da prevalência de trombofilias hereditárias em doadores de sangue 

do HCPA e em mulheres com abortamentos recorrentes 

Você está sendo convidada a participar de uma pesquisa cujo objetivo é analisar a 

ocorrência de alterações genéticas (no DNA) que aumentam o risco à trombose e outras doenças 

de coagulação do sangue e sua relação com a ocorrência de abortos espontâneos (não 

provocados). Esta pesquisa está sendo realizada pelo Serviço de Genética Médica do Hospital 

de Clínicas de Porto Alegre (HCPA).   

Se você aceitar participar da pesquisa realizaremos uma análise em seu prontuário, ou 

seja, um histórico seu registrado pelos profissionais que lhe atenderam aqui no HCPA.  As 

informações que serão acessadas estão: idade, quantidade de abortamentos espontâneos, idade 

em que cada abortamento ocorreu, cidade natal. Além disso, se você autorizar, utilizaremos sua 

amostra que foi coletada anteriormente para diagnóstico das variações nos genes de Fator V e 

Protrombina (relacionados à coagulação) e que está armazenada no Serviço de Genética para 

analisar duas outras variações genéticas relacionadas com o metabolismo, transformação e 

utilização de aminoácidos e algumas vitaminas, que são substâncias que existem em todas as 

células. A pesquisa por essas alterações genéticas não alteram seu acompanhamento clínico 

atual. 

Após a realização das análises previstas neste projeto, as amostras serão armazenadas. 

Este material, além de ser utilizado neste estudo, poderá ser utilizado em outros estudos futuros 

do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa será submetido para apreciação do 

Comitê de Ética em Pesquisa e você será chamado para reconsentir com o uso do material. 

O possível risco decorrente da participação na pesquisa é de quebra de confidencialidade 

das informações. No entanto, os pesquisadores utilizarão códigos para identificar os 

participantes, diminuindo esse risco. 

 O possível benefício decorrente da sua participação não é direto a você, mas a pesquisa 

contribuirá para o aumento do conhecimento sobre o assunto estudado, podendo beneficiar 

futuros pacientes. 
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Sua participação na pesquisa é totalmente voluntária, ou seja, não é obrigatória. Caso 

você decida não participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, não 

haverá nenhum prejuízo ao atendimento que você recebe ou possa vir a receber na instituição. 

Não está previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participação na pesquisa e você 

não terá nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.  

Os dados coletados durante a pesquisa serão sempre tratados confidencialmente. Os 

resultados serão apresentados de forma conjunta, sem a identificação dos participantes, ou seja, 

o seu nome não aparecerá na publicação dos resultados.  

Caso você tenha dúvidas, poderá entrar em contato com a pesquisadora responsável 

Sandra Leistner Segal, pelo telefone (51) 33598011, com a pesquisadora Jéssica Dick, pelo 

mesmo telefone, ou com o Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

(HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2º andar do HCPA, sala 2227, de segunda à sexta, 

das 8h às 17h. 

Com relação ao material biológico armazenado: 

(    )  Autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 

(  ) Não autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os 

pesquisadores.  

 

 

____________________________________  

Nome do participante da pesquisa  

 

____________________________________          

Assinatura 

 

___________________________________   

 Nome do pesquisador que aplicou o Termo   

 

____________________________________   

Assinatura 

 

Local e Data: _________________________ 
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9.2. ANEXO 2 - QUESTIONÁRIO PARA DOADORES DE SANGUE 

 

Título do Projeto: Análise da prevalência de mutações da cascata de coagulação em doadores 

de sangue do HCPA e em mulheres com abortos espontâneos de repetição 

QUESTIONÁRIO 

Nome Completo: _______________________________________________________ 

Telefone para Contato (com DDD): _(___)___________________________________ 

Email para Contato (caso tenha e deseje informar): ____________________________ 

Sexo: ________________________________________________________________ 

Idade: ________________________________________________________________ 

Cor: _________________________________________________________________ 

Local de Nascimento (cidade/estado): ______________________________________ 

Algum familiar veio junto com você doar sangue também? ( ) SIM ( ) NÃO 

Já teve algum caso de aborto espontâneo (aborto causado de forma involuntária, por alguma 

reação do organismo, doença, problema de saúde): ( ) SIM ( ) NÃO 

 

 

Para preenchimento do coletador/pesquisador: 

Tipagem Sanguínea: 

Fator RH: 

 


