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Resumo

A trombose é uma patologia frequente e complexa, referente a formacao de um codgulo, o que
prejudica o normal fluxo sanguineo. Alterac6es nos genes que codificam as proteinas
envolvidas direta ou indiretamente na regulagao hemostdtica podem resultar em um aumento
anormal da coagulacao, aumentando assim a propensao a formacao de codgulos obstrutivos.
Esta condicao é conhecida como trombofilias e descreve um estado de hipercoagulabilidade
responsavel pelo desenvolvimento de eventos trombdticos que comprometem a vida. A
trombose tem uma origem multifatorial causada pela interacao de fatores de risco genéticos
e/ou ndo genéticos que podem coexistir no mesmo individuo e conferir um risco continuo ao
longo da vida.

Em virtude do carater poligénico das trombofilias, muitos individuos podem ser portadores de
diversas variantes genéticas em diferentes genes, sendo a identificacao da suscetibilidade
genética fundamental na prevencao de eventos trombéticos.

Deste modo, foram reunidas num painel NGS um conjunto de variantes genéticas de diferentes
genes que detém um papel importante nas trombofilias.

Os resultados confirmam que o laboratdrio conseguiu amplificar todos os genes incluidos no
painel NGS, o que possibilita a integracao eficaz deste método na prética de amplificacao,

sequenciacao e analise deste painel no laboratdrio.

Palavras-chave: Trombofilias; NGS (Next-Generation Sequencing); Multiplex; Sequenciacao;

Painel



Abstract

Thrombosis is a frequent and complex condition involving the formation of a blood clot,
disrupting the normal blood flow. Changes in the genes encoding proteins, directly or indirectly
involved in hemostatic regulation, can lead to enhanced abnormal coagulation, increasing the
propensity for obstructive clot formation. This condition is known as thrombophilia, describing
a state of hypercoagulability responsible for the development of life-threatening
thromboembolic events. Thrombosis has a multifactorial origin due to the interaction of
genetic and/or non-genetic risk factors that can coexist in the same individual and a lifelong
continuous risk.

Due to the polygenic nature of thrombophilias, many individuals can carry various genetic
variants in different genes, but the identification of genetic susceptibility is fundamental in
preventing thrombotic events.

Therefore, a panel of various genetic variants from different genes that play a significant role
in thrombophilias was assembled.

The results confirm that the laboratory successfully amplified all the genes included in the NGS
panel, enabling the effective integration of this method into the laboratory’s practices for

amplification, sequencing and analysis of this panel.

Keywords: Thrombophilias; NGS (Next-Generation Sequencing); Multiplex; Sequencing; Panel



indice

1. Trombofilias 1

1.1.  Epidemiologia e tipos de trombose 1

1.2. A Hemostasia e o seu papel naintegridade do sistema vascular e no surgimento de

trombofilias 3
1.3.  Fatores de Risco para o surgimento de trombofilias 4
1.4. Agenéticadatrombose: Estados de Hipercoagulabilidade Hereditaria...........ccucuee. 5
1.4.1.  Aperdade funcao de um anticoagulante natural: Deficiéncia de Antitrombina........... 5

14.2. Aperdadefuncao de um anticoagulante natural: Deficiéncia de proteina S e de
proteina C 6

14.3.  0ganho de funcao em proteinas pré-coagulantes: mutacgoes no fator V de Leiden e
a variante da Protrombina 8

1.4.4.  Hiperhomocisteinemia devido a variantes no Metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR)10

1.4.5.  Fibrindlise prejudicada pelo inibidor do ativador do plasminogénio I................ 12
1.5.  Estados hipercoagulaveis adquiridos 14
1.5.1. 0 efeito do tabagismo nos sistemas hemostaticos 14
15.2.  Agravidez e as suas complicacoes tromhdticas 15
1.5.3.  Oimpacto dos anticoncecionais orais 16
1.6.  IndicacGes pararastreio de trombofilias 17
1.7.  Sequenciacao de préxima geracao (NGS) 18
1.8.  ODNA Bead Array no rastreio das trombofilias 18
2. Objetivos 20
3. Métodos 21
3.1.  Selecao de amostras e extracdo de DNA 21
3.2. Desenho e Verificacao dos primers para PCR Multiplex 22
3.3.  PCR Multiplex 25
3.4. Eletroforese Capilar Automatizada 25
3.5. Purificacao dos produtos de PCR Multiplex 26
3.6. Quantificacao e diluicao dos produtos de PCR purificados 26
3.7. Fragmentacao e Tagmentacao 26

3.8. Purificacdo dos produtos de Tagmentacao 27



3.9. Amplificacao por PCR paraligacao de sequéncias identificadoras de amostras

(indexes) para NGS 27
3.10. Purificacao dos produtos de PCR apds ligacao das sequéncias identificadoras das

amostras para NGS 28
31 Avaliacao e pooling das bibliotecas 28
3.12. Sequenciacao NGS 28
3.13. Controlo de qualidade e avaliacdo de resultados 29
3.14. Classificacao da zigotia das variantes 29
4. Resultados 30
4. Validacao das misturas de primers desenhados com amostras Normais................... 30
4.2. Amplificacao das amostras positivas 31
4.3. Variantes encontradas nas amostras na sequenciacdo por DNA Bead Array ................ 32
4.4. Resultados obtidos apds a sequenciacao por NGS 32
45. Variantes encontradas nas amostras apos sequenciacao por NGS 32
5. Discussao 35
6. Conclusao 43
7. Referéncias Bibliograficas 44

Vi



Lista de abreviaturas

5,10-MTHF - 5,10-metilenotetrahidrofolato
5-MTHF - 5-metiltetrahidrofolato

A - Adenina

AOC - Anticoncecionais orais combinados
AT - Antitrombina

AVC - Acidente vascular cerebral

C - Citosina

CNVs - Variagdes no nimero de c6pias
EAM - Enfarte agudo do miocdrdio

EP - Embolia pulmonar

F - Feminino

Fll - Protrombina

FT- Fator tecidual

FV - Fator V

FVL - Fator V de Leiden

G - Guanina

%G/ C - Percentagem de Guanina/Citosina
Het - Heterozigotia

Hom - Homozigotia

M - Masculino

MS - Metionina sintetase

MTHFR - Metilenotetrahidrofolato redutase
PAI-1- SERPINE 1

pb - Pares de base

PC-Proteina C

PCa - Proteina C ativada

PCR - Polymerase chain reaction

%PF - Passing filter

PS - Proteina S

Q30 - Quality reads with quality score 30 or higher
RPCa - Resisténcia a proteina C ativada
SNPs - Single Nucleotide Polimorfisms

TM - Temperatura de Melting

T-Timina

Vi



indice de tabelas

Tabela 1- Informac6es das amostras incluidas no projeto 21
Tabela 2- Distribuicao dos primers pelas diferentes MIX 22
Tabela 3- Dados sobre os primers desenhados 24
Tabela 4- Programa de PCR utilizado 25
Tabela 5- Variantes detetadas na sequenciacao por Array e respetiva zigotia ... 33
Tabela 6- Variantes detetadas na sequenciacao por NGS e respetiva zigotia..........occcceeeuurree. 34

Vi



indice de figuras

Figura 1- Formas fisiopatoldgicas da trombose: Trombose arterial ou Trombose venosa........ P

Figura 2- Distribuicao dos genes com variantes mais comumente encontradas nas

trombofilias 5
Figura 3- Inibicao da coagulacao pela PCa (APC) 8
Figura 4- Mutacdes no gene FV causam RPCa 9
Figura 5- Variante G20210A da Protrombina (FlI) 10

Figura 6- Formacao de homocisteina e o papel da enzima MTHFR na reciclagem desse

aminoacido 12

Figura 7- Modulacao da expressao do gene PAI-1 pela variante genética PAI-14G/5G.......... 13
Figura 8- Separacao eletroforética do resultado das reacoes de PCR de amostras normais 30
Figura 9- Separacao eletroforética do resultado das reacdes de PCR numa amostra positiva

31



https://ipppt-my.sharepoint.com/personal/10180344_ess_ipp_pt/Documents/Relatório%20de%20Estágio_MTLB-PM_JULIANA%20VIEIRA.docx#_Toc146978127
https://ipppt-my.sharepoint.com/personal/10180344_ess_ipp_pt/Documents/Relatório%20de%20Estágio_MTLB-PM_JULIANA%20VIEIRA.docx#_Toc146978128
https://ipppt-my.sharepoint.com/personal/10180344_ess_ipp_pt/Documents/Relatório%20de%20Estágio_MTLB-PM_JULIANA%20VIEIRA.docx#_Toc146978128
https://ipppt-my.sharepoint.com/personal/10180344_ess_ipp_pt/Documents/Relatório%20de%20Estágio_MTLB-PM_JULIANA%20VIEIRA.docx#_Toc146978129
https://ipppt-my.sharepoint.com/personal/10180344_ess_ipp_pt/Documents/Relatório%20de%20Estágio_MTLB-PM_JULIANA%20VIEIRA.docx#_Toc146978130
https://ipppt-my.sharepoint.com/personal/10180344_ess_ipp_pt/Documents/Relatório%20de%20Estágio_MTLB-PM_JULIANA%20VIEIRA.docx#_Toc146978131
https://ipppt-my.sharepoint.com/personal/10180344_ess_ipp_pt/Documents/Relatório%20de%20Estágio_MTLB-PM_JULIANA%20VIEIRA.docx#_Toc146978132
https://ipppt-my.sharepoint.com/personal/10180344_ess_ipp_pt/Documents/Relatório%20de%20Estágio_MTLB-PM_JULIANA%20VIEIRA.docx#_Toc146978132
https://ipppt-my.sharepoint.com/personal/10180344_ess_ipp_pt/Documents/Relatório%20de%20Estágio_MTLB-PM_JULIANA%20VIEIRA.docx#_Toc146978134
https://ipppt-my.sharepoint.com/personal/10180344_ess_ipp_pt/Documents/Relatório%20de%20Estágio_MTLB-PM_JULIANA%20VIEIRA.docx#_Toc146978135
https://ipppt-my.sharepoint.com/personal/10180344_ess_ipp_pt/Documents/Relatório%20de%20Estágio_MTLB-PM_JULIANA%20VIEIRA.docx#_Toc146978135

1. Trombofilias
1.1. Epidemiologia e tipos de trombose

As trombofilias descrevem um estado de hipercoagulabilidade responsdvel por um maior risco
de desenvolvimento de trombose (1). A trombose é uma condicdo comum e complexa
referente aformacao de um coagulo sanguineo, que dificulta o normal fluxo sanguineo paraum
tecido, provocando isquemia e morte tecidual (2,3). Sob condi¢des normais, 0s mecanismos
pré-coagulantes e anticoagulantes e fibrinoliticos regulam a hemostasia para evitar a
formacao patoldgica destes codgulos (4). No entanto, alteracdes nos genes que codificam as
proteinas envolvidas direta ou indiretamente na regulacao hemostdtica podem levar a um
aumento andémalo da coagulacao e a uma maior predisposicao a formacao de codgulos
obstrutivos, levando a um maior risco de ocorréncia de eventos trombdticos que
comprometem a vida (1,4).

Estima-se que aincidéncia global anual da trombose venosa estd entre 0s 100 a 200 por cada
100000 habitantes (5). As taxas de incidéncia sdo significativas a partir dos 45 anos para
ambos os sexos, contudo o seu crescimento exponencial se registe a partir dos 60 anos de
idade, atingindo uma incidéncia de 5 a 6 em cada 1000 adultos aos 80 anos (6). Isto deve-se a
acumulacao de uma série de fatores de risco ao longo da vida e as mudancas fisioldgicas que
ocorrem com o envelhecimento (6).

A trombose é classificada em duas formas fisiopatoldgicas: a trombose arterial (ou
aterotrombose), relacionada com a ativacao plaquetdria que, geralmente, ocorre apds a rutura
de uma placa aterosclerdtica que danifica as células endoteliais e leva a formacao de um
aglomerado de plaquetas, e a trombose venosa (ou tromboembolismo venoso), em que o
sistema de coagulacao € ativado sem que ocorra rutura endotelial (figura 1) (7,99).

A aterotrombose é o tipo mais comum, com um aumento de prevaléncia em paises
desenvolvidos e ocorre frequentemente em individuos que apresentam um alto risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares derivado ao ambiente propicio para o

desenvolvimento de aterosclerose e, subsequentemente, de aterotrombose (8,9).



Trombose Arterial ou Aterotrombose Trombose Venosa
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Figura 1- Formas fisiopatoldgicas da trombose: Trombose arterial e Trombose venosa. Adaptado de (8).

E 0 mecanismo patoldgico central subjacente ao enfarte agudo do miocardio (EAM) e acidente
vascular cerebral (AVC), e juntos sao as principais causas de morte nos paises desenvolvidos
(9,10). O desenvolvimento de ambos os disttirbios é muito semelhante e a sua apresentacao
clinica, assim como as suas consequéncias, é ditada pela localizacao e extensao do trombo,
principalmente se este ohstruir a circulagao coronaria ou cerebral, afetando respetivamente as
artérias que fornecem oxigénio ao coracao ou ao cérebro (11,12).

A formacao de um trombo na circulacao arterial promove a rdpida progressao das lesoes
aterosclerdticas (8), uma vez que as placas ateroscleréticas sao extremamente perigosas
devido ao seu alto teor em fator tecidual (FT), uma propriedade que confere uma maior
trombogenicidade (13). Apds a erosao ou rutura da placa, o FT entra em contato com o sangue
circulante o que desencadeia a cascata de coagulacao sanguinea, que estimula a agregacao
plaquetdria (essencial para a estabilidade do trombo) (14). Deste modo, a trombose forma-se
sobre a placa, levando a oclusao vascular, reducao do fluxo sanguineo e necrose do tecido
perfundido pela artéria oclusiva (13-15).

0 tromboembolismo venoso (TEV) € a terceira principal doenca vascular, demonstrando uma
incidéncia de cerca 30 a 200 casos por 100.000 habitantes por ano, sendo particularmente
comum entre os individuos descendentes europeus (12,13,16). Compreende dois eventos
clinicos principais relacionados: a trombose venosa profunda (TVP), caracterizada pela
formacao de codgulos nas veias das pernas e bracos e o embolismo pulmonar (EP), quando os
codgulos embolizados viajam para os pulmdes (12,17). Estas duas incidéncias geralmente
constituem um unico evento clinico no qual a TVP é sequido pelo EP, sendo este o causador da
maioria das mortes por TEV (12,16).

Apesar de ser uma doenca comum, 0s mecanismos patogénicos subjacentes do TEV sao

apenas parcialmente conhecidos comparativamente com os da aterotrombose (12).



Atualmente, julga-se que a ocorréncia de trombose venosa depende especialmente de
estados de estase sanguinea e hipercoagulabilidade, muito mais do que dano endotelial
(principal determinante da trombose arterial) (12). Além disso, os trombos venosos sao
formados principalmente por fibrina e glébulos vermelhos e, menos por plaquetas (o principal
componente do trombo arterial) (figura 1) (12).

As trombofilias representam um conjunto de doencas multifatoriais comuns que apresentam
um risco ao longo da vida, estando o aparecimento destas ligado a um conjunto de fatores
ambientais e genéticos e, geralmente, ocorre quando um ou mais dos fatores interagem (10).
Apesar de, como descrito em cima, o surgimento desta doenca estar dependente de varios
fatores, tanto a trombose arterial quanto a venosa estao sob a influéncia significativa de um
componente genético que confere predisposicao para a ocorréncia de eventos trombdticos
(10,13). Estes riscos genéticos sao apresentados, na sua maioria, sob a forma de mutagdes que
causam um desequilibrio entre as forcas pré-coagulantes e anticoagulantes, afetando os
mecanismos anticoagulantes naturais, levando a um estado de hipercoagulabilidade
responsavel pelo desenvolvimento da maioria dos distirbios tromboembdlicos
potencialmente fatais (10,13). Esse estado hipercoagulavel também pode ser promovido por
fatores de risco cardiovascular que desencadeiam trombogenicidade no sangue, sendo assim

associado aintimeras complicagdes trombadticas (13).

1.2. A Hemostasia e o seu papel naintegridade do sistema vascular e no surgimento

de trombofilias

0 sistema vascular é constituido por vasos sanguineos, que conduzem o sangue sob pressao
pela vasculatura (2). Quando ocorre algum dano nos vasos, € crucial repard-lo rapidamente
para manter o fluxo sanguineo e a integridade vascular (2). O sangue extravasado deve ser
convertido num coagulo para bloquear o orificio e evitar mais sangramento, permitindo a
ocorréncia dos processos de reparacao (2,18). Estes eventos, conhecidos como hemostasia,
controlam o sangramento excessivo, mantendo o fluxo sanguineo nas veias e artérias
enquanto inibem a coagulacao intravascular (2,18). A hemostasia é um processo bem regulado
e complexo que preserva a integridade do sistema vascular (19-21).

Convencionalmente, a hemostasia é dividida em dois processos: primdrio e secundario. A

hemostasia primdria ocorre em resposta a danos em pequenos vasos e envolve a ativacao,



adesao e agregacao das plaquetas. A hemostasia secunddria controla o sangramento
excessivo e formacao de um codgulo sanguineo, incluindo deposicao de fibrina (18,19,21).

A medida que ocorre a cicatrizacao, os codgulos sao dissolvidos (fibrindlise) (18). Apesar de
serem descritos separadamente, estes mecanismos ocorrem conjuntamente no local do vaso
lesado e a interrupcao de alguma etapa pode levar a um estado de risco aumentado de
formacao de um trombo conhecido como trombofilia (22).

A integridade do sistema vascular depende do equilibrio entre mecanismos pré-coagulantes,

anticoagulantes e fibrinoliticos, garantindo a atividade coordenada de todas as plaquetas,

fatores vasculares e plasmadticos (18,21).
1.3. Fatores de Risco para o surgimento de trombofilias

Fatores de risco modificaveis e nao modificaveis sao reconhecidos como riscos crescentes
para trombofilias. A suscetibilidade a essas condicées depende da interacao entre fatores
genéticos e nao genéticos, levando ao fendtipo policlinico associado as trombofilias (23,24).
Orisco de ocorréncia de um episddio tromboembdlico é influenciado nao apenas pela presenca
dos fatores de risco, mas também pelo tipo de fator e da possibilidade de terapéutica (23).
Quando associados, muitos deles tém efeitos sinérgicos, como a toma de contracetivos orais
que aumenta em 4 vezes o risco de trombose comparativamente com a populacao em geral,
ou a presenca do fator V de Leiden, em heterozigotia, onde o risco aumenta 5 a 10 vezes.
Quando estes dois fatores surgem associados, o risco de trombose da populacao geral
aumenta cerca de 36 vezes (23).

Varios estudos atuais tém enfatizado a relacdo do cancro com a trombose (6), devido a
ativacao da coagulacao pelas células cancerigenas, compressao de vasos sanguineos pelo
crescimento tumoral e tratamentos como quimioterapia, que aumentam o risco (6).

O risco é mais elevado para certos tipos de cancro como os do figado, pancreas e trato
gastrointestinal (25). Este fendmeno é conhecido por Sindrome de Trousseau. Portadores de
mutacoes genéticas como o fator V de Leiden e da mutacao da Protrombina G20210A, sao os
mais suscetiveis a este sindrome (25).

Outra associacdo comum € a da trombose e gravidez (25). Alteracdes hormonais durante a
gravidez podem criar um estado hipercoagulante caracteristico. Isso, combinado com
distarbios trombofilicos hereditdrios ou adquiridos aumenta o risco de complicacdes como

pré-eclampsia e abortos recorrentes (25).



1.4. Agenéticadatrombose: Estados de Hipercoagulabilidade Hereditaria

A via da coagulacao é cuidadosamente regulada para equilibrar os mecanismos pro-
coagulantes e anticoagulantes naturais, essenciais para conter os coagulos onde ha lesao e
manter o fluxo sanguineo fluido no vaso afetado (12,19). Este processo é dividido em etapas e
€ controlado por diferentes inibidores naturais que dificultam a formacao excessiva e
descontrolada de codgulos (19,20,22). Alteracdes genéticas podem perturbar esse equilibrio,
levando a uma coagulacao excessiva (coagulacao hiperativa) devido a mutacées de ganho de
funcao em fatores de coagulacao ou a uma diminuicdao da atividade dos inibidores
(anticoagulcao hipoativa), levando a um estado de hipercoagulabilidade (12,26,27).

Estudos genéticos associaram alteracoes nos genes que codificam as proteinas envolvidas
em todas as vias cruciais da coagulacdo, um maior risco de trombose venosa e arterial (27).
Variantes genéticas frequentes nesses genes, como o fator V (FV), Fll (protrombina), e a
enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), que estdao direta ou indiretamente

envolvidos naregulacao hemostatica, sdo comuns em pacientes sintomaticos o que corrobora

o fendtipo clinico poligénico associado as trombofilias (28,29).

MTHFR

Figura 2- Distribuicdo dos genes com variantes mais comumente encontradas nas
trombofilias, a partir da compilagdo de dados disponiveis na literatura.

1.4.1. A perdade funcao de um anticoagulante natural: Deficiéncia de Antitrombina

A AT é um anticoagulante enddgeno, pertencente a superfamilia das serpinas (inibidores de
serina protease), que inativa a trombina (fator Il ativado) e o fator Xa, além de outros fatores de
coagulacao como IXa, Xla, Xlla (30).

Em condicdes normais, a AT encontra-se num estado reprimido, apresentando uma atividade
anticoagulante fraca e lenta (30,31). De forma a ajudar a controlar a coagulagao e restringi-la

aos limites do endotélio danificado, esta combina cofatores de heparina ou sulfato de



heparano, acelerando ainibicao do fator Xa, e aumentando substancialmente a sua capacidade
inibitdria como inibidor rdpido de proteases (26,31).

Herdada de forma autossémica dominante, a deficiéncia hereditaria da AT é uma doenca
causada por vdrias alteragdes no gene SERPINCT (32). Foi o primeiro disturbio trombofilico
encontrado e, apesar da sua heterogeneidade clinica, € um dos fatores de risco mais graves
para TEV (30). Embora a capacidade anticoagulante da AT seja fraca, este disttrbio é
conhecido por causar uma forma grave de trombofilia e, a deficiéncia completa deste inibidor
é quase sempre fatal in dtero (26,33). Por esta razao, individuos com deficiéncia em AT sao
geralmente heterozigéticos e tendem a sofrer algum episddio trombdtico ainda na
adolescéncia. Os raros casos homozigoéticos de deficiéncia em AT sé podem ser causados por
defeitos mais leves, responsaveis por apenas leves deficiéncias na capacidade inibitdria da AT
ou naligacao da heparina (26,33).

Tendo em conta a importante funcao fisioldgica da AT em manter o equilibrio entre a
coagulacao e anticoagulacao, essencial para a prevencao da trombose, mesmo a deficiéncia
modesta desta atividade inibidora, pode aumentar significativamente o risco de eventos
trombdticos e recorrentes (30).

Manifestacoes tromboembdlicas estao significativamente aumentadas em individuos com
deficiéncia de AT, pois apresentam um risco 6 a 10 vezes maior de EAM e cerca de 9 vezes
maior, comparativamente com a populacao normal, de desenvolver TEV sendo incomum
durante as duas primeiras décadas de vida, possivelmente gracas ao elevado nivel de
anticoagulantes naturais (30). A combinagao da deficiéncia de AT com outros fatores de risco
genéticos, nomeadamente as variantes da protrombina e do FVL, contribui substancialmente

para 0 aumento do risco de trombose (26,30).

1.4.2. Aperdadefuncao de um anticoagulante natural: Deficiéncia de proteina S e de

proteina C

A proteina C (PC) é uma proteina da coagulacao dependente da vitamina K e estd associada a
regulacao do sistema de coagulagcao sanguineo, atuando como um anticoagulante natural. A
sua ativacao ocorre a superficie de células endoteliais pela trombina que estd vinculada a
trombomodulina, originando a proteina C ativada (PCa) (34,35).

A PCa possui uma atividade aumentada por alguns cofatores, como a PS, sendo responsdvel

pela clivagem de sitios ativos de fatores pré-coagulantes, os fatores Va e Vllla, inativando-os.



Individuos que tem uma deficiéncia de PC apresentam uma capacidade diminuida para regular
apropagacao e a geracao de trombina, fator V e fator VIII, apds a ativacao da PC pela pequena
quantidade de trombina gerada no inicio da coagulacao (1,34,35).

A PCa possui tamhém funcgdes na regulacao da inflamacao. Durante a sépsis a sinalizacao
inflamatdria pela interleucina-1 (IL-1) e pelo fator de necrose tumoral medeiam a reposta
inflamatdria sistémica, esta resposta diminui a sintese de proteinas requladoras (AT, PS e PC),
e aumenta a sintese de proteinas pré-trombdticas, como o fator VIII, fator Von Willebrand e
fibrinogénio (1,34).

A deficiéncia em PC é herdada de forma autossémica dominante e carateriza-se por uma
auséncia de inativacao dos fatores Va e Vllla com consequente hipercoagulabilidade. Esta
associada também a um aumento do risco de complicagdes na gravidez, nomeadamente de
morte fetal in ttero e de pré-eclampsia (1,34,35).

A proteina S (PS) é uma proteina dependente da vitamina K e possui um papel importante no
sistema de coagulacao natural, ao aumentar a velocidade de inativacdo, mediado pela PCa, do
fator Va e fator Vllla (35,36).

A deficiéncia em PS pode ser hereditdria ou adquirida, a hereditdria é transmitida de forma
autossémica dominante e esta associada a ocorréncia de TEV (1), assim como a adquirida,
contudo, esta surge devido a terapia com antagonistas da vitamina K, contracetivos orais e
diversos transtornos como doencas hepdticas, sindrome nefrdtica, coagulagao intravascular
disseminada e infecoes (34,35).

Durante a gestacao, verifica-se uma progressiva diminuicao da atividade da PS,
considerando-se assim uma deficiéncia adquirida. Gravidas que apresentam uma deficiéncia
de PS possuem um risco de 10 a 30% de apresentarem um episédio trombdtico durante a

gestacao e, existe um risco ainda maior para a ocorréncia de perda fetal tardia (1,34).
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Figura 3- Inibicao da coagulagdo pela PCa (APC). Degradacdo do FVa e FVllia pela PCa. FVa e FViila sdo clivados e inibidos
pela PCa em reacdes envolvendo cofatores de PCa, proteina S (S) e fator V (V). A proteina S e PCa sao suficientes para inibir o
FVa, enquanto a regulagao do FVllla envolve adicionalmente FV, que nesta reacao serve como cofator para PCa. Adaptado de
(35).

1.4.3. 0 ganho de funcao em proteinas pro-coagulantes: mutacoes no fator V de

Leiden e a variante da Protrombina

A trombofilia hereditaria pode ser causada por varios fatores genéticos conhecidos por
conferir um fendtipo protrombdtico significativo. Entre todos os fatores genéticos, a
descoberta de dois principais defeitos hereditarios, uma mutacao pontual no gene do FV, a
variante FV G1601A, também conhecida como fator V Leiden (FVL), e a identificacao da
variante FIlI (protrombina) G20210A, alteraram acentuadamente a visao molecular da
trombose venosa (10,34).

O FV é uma proteina sanguinea necessdria para a normal coagulacao do sangue, por isso, esta
diretamente envolvida na regulagao hemostatica e no desenvolvimento de varios disturbios
crénicos como as doencas cardiovasculares (28). A atividade do FV é regulada negativamente
pelo sistema anticoagulante PCe PS, uma abordagem de defesaimportante contra a trombose
(10,37). Depois de ativado, a PC vai exercer o seu efeito anticoagulante através da protedlise
de ligacdes especificas de argininaao FV (37).

No entanto, alteracdes no gene que codifica o FV podem gerar resisténcia a protedlise induzida
pela PC,impedindo a sua degradacao e desencadeando aformacao de codgulos. Esta condicao
é conhecida como resisténcia a PC ativada (RPCa) e € a causa mais frequente de trombofilia
hereditdria (37,38).

FVL apresentauma heranca autossémica dominante e resulta da substituicao de uma guanina
(G) por uma adenina (A) na posicao 1601 do exao 10 do FV (p.Arg534GiIn), resultando numa

mutacao missense que causa ma resposta anticoagulante a PCa (1). Parainativar o FVa,aPCa



necessita de reconhecer uma arginina na posicao 506 da molécula FV (um dos locais de
clivagem da PCa) (37,39). Porém, devido ao defeito do FVL, o codao (CGA), codifica o residuo
de arginina normalmente presente, transforma-se em um codao diferente (CAA) que é
traduzido como glutamina no local de clivagem 506 (R506Q) (37,39). Como resultado, a PCa
nao consegue inativar o FVa e este torna-se resistente a degradacao e mantém as suas
habilidades de coagulacao (figura 4)(37,39).

Consequentemente, os portadores desta variante estdao propensos a desenvolver
hipercoagulabilidade, que pode manifestar-se como episédios de TEV (10,11). Julga-se que
portadores heterozig6ticos da mutagao FVL apresentam um risco de 5 a 10 vezes maior de
trombose, enquanto os individuos homozigéticos podem ter umrisco de 50 a100 vezes maior
de desenvolver um evento trombdtico ao longo da vida (10,11).

Este risco aumenta substancialmente quando estdo presentes outros fatores de risco como
gravidez, cirurgia, toma de anticoncecionais orais, entre outros (1,34).

Importa referir que a RPCa pode ocorrer, embhora raramente, na auséncia da mutacgao do FVL,
devido a outros fatores genéticos como a variante c.3980A>G ou mesmo de forma nao
hereditaria, mas associada a fatores adquiridos, como por exemplo a utilizacao de

anticoncecionais orais (34).
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Normal FV (R506) gene:GAC AGG CGAGGA ATA FV Leiden (Q506) gene:GAC AGG CAA GGA ATA
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PCa PCa

Figura 4- Mutagdes no gene FV causam RPCa. O FVa € inativado pela clivagem de ligagdes especificas da arginina pela PCa,
que inibe a sua atividade pré-coagulante. Contudo, a presenga da mutagao do FVL induz RPCa, pois elimina um dos sitios de
clivagem da PCa (Arg506), prejudicando assim a degradacdo de FVa e, consequentemente, levando ao aumento da geracdo
de trombina. Adaptado de (35).

A hipercoagulabilidade, devida a variante Fll G20210A, também € herdada de forma
autossdmica dominante e consiste na mudanca de G para A na posicao 20210 daregiao 3" nao
traduzida (UTR) do gene, que codifica a estabilidade do mRNA (figura 4) (34). Como tanto a
regiao 5-UTR quanto a 3"-UTR podem desempenhar funcoes regulatdrias na expressao

génica, esta variante estd associada ao aumento dos niveis plasmdticos de protrombina



(34,40). Esta mutacao é encontrada em cerca de 1a 3% de individuos na populagao geral, e em
6 a 18% dos doentes com TEV (1,41). Assim, pode ser considerada a segunda anomalia
genética mais frequentemente associada as trombofilias (1).

A protrombina € o precursor da trombina (Flla), o efetor final da cascata de coagulagao e uma
enzima chave na hemostasia e trombose (40,41). Além disso, apesar de estar envolvida na via
de geracao de fibrina, a protrombina estd também envolvida na ativagao plaquetaria (41).
Assim, relativamente ao seu papel pr6-coagulante, a trombofilia relacionada a protrombina é
um fator predisponente significativo para TEV (40,42).

Enquanto o gendtipo heterozigatico da variante Fll G20210A aumenta 2 a 3 vezes o risco de
ocorréncia de TEV, 0 gendtipo homozigdtico pode aumentar esse risco em 5 a 10 vezes (1,40).

Além disso estd associada a uma probabilidade quase 6 vezes maior de recorréncia (12).

Exoes

1234 56 7389101112 1314
N | | — - X

Gene da Protrombina

Mutacdo G20210A ATGGTTCCCAATAAAAGTGACTCTCAGC?\AGCCTC‘

Figura 5- Variante G20210A da Protrombina (FIl). Uma mudanca de nucleotideo (G para A) na posicao 20210 da regido 3°UT
do gene da protrombina levard ao aumento da producdo de protrombina. Adaptado de (35).

1.4.4. Hiperhomocisteinemia devido a variantes no Metilenotetrahidrofolato

redutase (MTHFR)

A homocisteina é um aminoacido sulfidrilo nao essencial, produzido por sintese bioquimicaem
todas as células, através do metabolismo do aminodcido essencial metionina em cisteina
(12,22,43). Além de ser extremamente importante para a homeostase celular, a homocisteina
pode causar danos nos vasos, induzir inflamacao e perturbar a desintoxicacao do figado
(43,44). Niveis elevados de homocisteina total sao um fator de risco para trombose, estando
especialmente associados a uma maior incidéncia de ocorréncia de trombose arterial, mas

também de TEV (12,45). Os niveis podem estar aumentados nao s6 pelo aumento da producao
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de homocisteina como pela diminui¢ao do seu metabolismo, que pode ocorrer por meio de um
processo de remetilacdo para converter novamente a homocisteina em metionina (43,45).

A remetilagao metabdlica da homocisteina esta dependente de uma enzima chave, a 5,10-
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), um importante agente catalisador no
metabolismo do folato. Apés a reducdo do folato (Vitamina B9) para tetrahidrofolato (THF),
este é convertido em 5,10-metilenotetrahidrofolato (510-MTHF) (34,43,44). A enzima
MTHFR vai entao reduzir a 5,10-MTHF a 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF), uma etapa crucial
para a reciclagem de homocisteina, pois, por meio da acao da metionina sintetase (MS) na
presenca do cofator essencial da vitamina B12, o substrato 5-MTHF vai funcionar como um
dador de grupo metil para converter homocisteina em metionina (figura 5) (34,43,44). A
hiperhomocisteinemia é um estado de aumento anormal de concentracoes plasmaticas de
homocisteina, identificado como um forte fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (1,34). De forma prolongada promove a formacao de placas aterosclerdticas,
eventos aterotrombdticos (através da disfuncao endotelial e dano) e aumento da inflamacao,
levando ao chamado perfil trombofilico (43,46).

Uma das causas de hiperhomocisteinemia sao mutacoes genéticas no gene MTHFR que
causam diminuicdo na atividade da enzima MTHFR (43). As mutacdes genéticas mais
frequentes sao C677T e A1298C, ambas estao correlacionadas com altera¢des na atividade do
MTHFR, nomeadamente areducao significativa daformacao de 5-MTHF (que pode reduzir até
cerca de 75%), sendo assim limitada a conversao de homocisteina em metionina, o que leva a
sua acumulacao no sangue (47,48).

A variante MTHFR C677T é comum e prevalente, nomeadamente entre a populacao europeia,
e apresenta os efeitos mais pronunciados (22,47). Esta consiste na troca de uma citosina (C)
por uma timina (T) e ocorre na regido de codificacdo do exao 4 do MTHFR, resultando num
residuo altamente conservado (47,48). Esta mutacao leva a sintese de uma forma termolabil
e menos ativa da enzima MTHFR, estando associada a uma reducao em cerca de 30% da sua
atividade levando assim a um aumento dos niveis de homocisteina total (43,47).
Comparativamente com a enzima funcional normal (gendtipo CC), individuos heterozigéticos
para esta variante (genétipo CT) exibem menos 30-40% de atividade enzimética, enquanto os
homozigdticos tem atividade MTHFR reduzida em 60-70% (47-49).

A variante MTHFR A1298C esta igualmente associada a uma diminuicao da atividade de

MTHFR (34). Neste caso, ocorre a substituicao de uma adenina (A) por umacitosina (C) no exao
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7, causando uma mudanca de aminodcido de glutamina para alatina, dentro do dominio
regulatdrio C-terminal da proteina (47,48).

A atividade MTHFR reduzida também é mais pronunciada no estado homozigético do que no
heterozigGtico, pois enquanto os portadores heterozigdticos (gendtipo AC) tem uma reducao
de 20-30% da atividade enzimdtica, os homozigdticos (genétipo CC) exibem uma reducdo de
40-50% (47,48).

A coexisténcia de gendtipos 677TT/1298AA e 677CT/1298AC reduzem em grande medida a
atividade em 60-70% e 40-50%, respetivamente (48).

Os niveis de homocisteinatotal sao geralmente mais baixos durante a gravidez, contudo niveis
elevados de homocisteina plasmatica sao frequentemente associados ao aumento da
incidéncia de abortos espontaneos, enfartes placentarios, defeitos do tubo neural e pré-
eclampsia (34,50).
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Figura 6- Formacao de homocisteina e o papel da enzima MTHFR na reciclagem desse aminodcido. A reacao de conversao
metabdlica do aminodcido metionina em cisteina leva a produgdo do produto intermedidrio homocisteina. Esta pode ser
reciclado através do metabolismo do folato, onde o THF & convertido em 5,10-MTHF. A enzima MTHFR ird reduzir entao 5,10-

MTHF a 5-MTHF, que atua como um doador de grupo metil para a remetilacdo da homocisteina em metionina novamente.
Esta dltima reacdo necessita da acdo da enzima metionina sintase na presenca do cofator da vitamina B12 (B12MS).

1.4.5. Fibrindlise prejudicada pelo inibidor do ativador do plasminogénio |

0 sistema fibrinolitico € uma peca fundamental na manutencao da hemostasia, pois este é
responsavel pela dissolucao dos codgulos formados durante a lesdo (51). Assim, acredita-se
que variantes em fatores envolvidos namodulacao desse sistema, mais precisamente aqueles
associados a fibrindlise deficiente, propiciem a formacdo de codgulos (51,52). E o caso
daqueles que potencializam a acumulacao de inibidores fibrinoliticos endégenos como o
SERPINET (também conhecido como PAI-1) (52-54).

0 PAI-1 é o principal inibidor do sistema fibrinolitico, sendo capaz de restringir rapidamente a
fibrindlise pela inibicao direta dos ativadores do plasminogénio e, assim, interrompe a

conversao do plasminogénio, ou seja, aformacao de plasmina(53,55). 0 bloqueio do SERPINET1
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pode promover a degradacao dos coagulos formados, enquanto que a sua ativacao pode
resultar na formacao de um trombo, estabelecendo-se assim uma clara associacao entre o
PAI-1e a patogénese e progressao de varios eventos vasculares trombdticos (56,57). Niveis
aumentados de PAI-1, sao uma das principais causas de atividade fibrinolitica, que parece
comprometer os mecanismos de depuracao normal da fibrina e uma maior propensao a
eventos tromhbdticos (56,57). Vdrias variantes dentro do gene PAI-1 que codifica como
modeladores de expressao do PAI-1 (53,58). Entre elas, uma variante principal que se
presume aumentar o risco de trombose (¢ a mais frequentemente descrita), uma
insercao/delecao na regido promotora do gene SERPINE1, resultando em alelos com um
gendtipo 4G ou 5G (51-53). Embora os alelos 4G e 5G se liguem ao gene ativador
transcricional, apenas o alelo 5G também se pode ligar a uma proteina repressora no local de
ligagao sobreposto, reduzindo a transcricao e diminuindo o contetido de PAI-1 circulante
(figura 5) (34,52).

Individuos com o gendtipo 5G/5G sao aqueles que apresentam os niveis mais baixos de PAI-
1, enquanto os portadores heterozigdticos (4G/5G) apresentam niveis intermédios e os
homozigéticos 4G/5G tém as concentracoes maiores de PAI-1(52,53,58). Além disso, os
portadores do gendtipo 4G/4G também apresentam uma maior atividade pré-coagulante
(incluindo a formacao de fibrina), quando comparados com individuos com 1 ou 2 cdpias do

alelo 5G (51,52).
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Figura 7- Modulagdo da expressao do gene PAI-1pela variante genética PAI-14G/5G. Enquanto o alelo 5G permite a ligagao
do ativador de transcricao e da proteinarepressora, apenas o ativador de transcricdo se liga ao alelo 4G, o que leva auma maior
transcricao do gene e elevados niveis plasmdticos de PAI-1. Adaptado de (54).
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1.5. Estados hipercoagulaveis adquiridos

Sabe-se queindividuos que apresentam risco aumentado por causa genética, podem, ao longo
dasua vida, enfrentar um evento trombético, contudo o defeito herdado pode ser agravado por
um fator predisponente ou pela exposicao a condicdes de alto risco (22,45). Da mesma forma
que interacdoes entre genes podem resultar num efeito sinérgico aumentado de
desenvolvimento de trombose, também as interacées gene-ambiente sao capazes de
aumentar o risco geral acima da soma dos fatores de risco trombogénicos individuais (22,59).
A trombose é uma doenca multifatorial causada pela interacao de fatores de risco herdados
(genéticos) e adquiridos (ambientais), que podem coexistir no mesmo individuo (60). Paraalém
da predisposicao genética, multiplos fatores como a idade, o sexo, niveis de colesterol,
hipertensao, obesidade, imobilizacao, tabagismo, uso de contracetivos orais, diabetes, cancro,
inflamacoes, entre outras e condicoes de hipercoagulabilidade adquiridas como a gravidez,
contribuem para um aumento da incidéncia de trombose e aumentam sinergicamente o seu

risco (9,37,39).
1.5.1. O efeito do tabagismo nos sistemas hemostaticos

Classificado como a maior causa evitavel de mortalidade e morbidade, o tabagismo é um
importante fator de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, com enormes
implicacdes para a salde a nivel populacional (61). Acredita-se que o tabagismo aumenta o
risco de ocorréncia de trombose arterial, sendo um preditor de risco para EAM (62,63).

0 tabagismo afeta os principais sistemas hemostaticos ao interferir nas funcdes das células
endoteliais, das plaguetas e dos fatores de coagulacao (61). Fumadores ativos podem,
efetivamente, apresentar mudancas individuais significativas ao nivel do sistema de
coagulacao comparativamente a nao fumadores, ao longo da vida (61). Além disso, também é
sugerido que o tabagismo interfira nas funcdes antitrombética e fibrinolitica do sangue e dos
vasos sanguineos o que pode ser a principal causa dos eventos vasculares na maioria dos
fumadores (13,61). No entanto, o mecanismo patoldgico subjacente ao tabagismo ainda estao
longe de serem totalmente compreendidos (61). Contudo, entre todas as razdes hipotéticas,
acredita-se que o aumento do risco trombdtico conferido pelo tabagismo esteja relacionado
com o dano oxidativo, a disfuncao endotelial, ao aumento da libertacao de fator tecidual e a

agregacao plaquetaria (13,61).
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0 tabagismo pode induzir mecanismos de disfuncao endotelial que ativam a libertacao de fator
tecidual e ativacdo da cascata de coagulacao, que culmina na geracao de trombina e, por fim,

leva a formacao de codgulos (13).
1.5.2. Agravidez e as suas complicacoes tromhéticas

A gravidez, por si s6, é um fator de risco adquirido e independente para o desenvolvimento de
TEV (45). Durante a gravidez as trombofilias tém sido associadas a pré-eclampsia, restricao
de crescimento fetal, descolamento prematuro da placenta, abortos espontaneos recorrentes
e perdas fetais (45).

Durante a gravidez, ocorrem alteracdes na coagulacdo para ajudar a manter a funcao
placentdria e minimizar perda de sangue durante o parto (45). Enquanto os niveis de fatores
pré-coagulantes aumentam, algumas vias anticoagulantes sao reprimidas (12). Gracas a essas
mudancas, as gravidas desenvolvem RPCa adquirida, parcialmente relacionado a niveis
reduzidos de PS, o que leva a um aumento da geracao de trombina e leva a um estado de
hipercoagulabilidade que pode predispor a mulher a trombose e complicagdes vasculares
placentdrias (12,45).

0 aborto espontaneo, € uma condicao bastante comum associada as trombofilias. Embora a
sua fisiopatologia nao esteja totalmente compreendida, a sua causa acredita-se ser
multifatorial, associada a fatores de coagulacao e fibrinoliticos (64,65). Durante a gravidez,
cada fator que causa um desequilibrio entre a fibrindlise e a coagulagao pode causar trombose
e, consequentemente, episddios recorrentes de aborto espontaneo (64).

Disturbios na hemostasia podem afetar o sistema placentdrio, elevando cerca de 34 vezes o
risco de TEV na gravidez (64). Deficiéncias de AT, PC ou PS aumentam o risco, enquanto as
variantes do FVL ou protrombina tém menor impacto (45). A enzima MTHFR é crucial para a
implantacao e invasao do embrido (48,49), uma vez que disturbios que afetam o metabolismo
do ciclo do folato que resultam em niveis aumentados de homocisteina total podem causar
danos vasculares placentarios, que por sua vez esta correlacionado com aborto, aborto
recorrente e outras complicacdes obstétricas (47,48).

A expressao de SERPINE 1 também pode contribuir para a fisiopatologia do aborto

espontaneo, inibindo ainvasao do trofoblasto e a remodelacao do tecido materno (53).
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1.5.3. Oimpacto dos anticoncecionais orais

Os anticoncecionais orais combinados (AOC) contém estrogénio para controlar o
sangramento de privacao, associado a um progestagénio, para impedir a ovulacao (66,67). 0
uso destas hormonas, seja em AOC ou terapia hormonal (com estrogénio e com ou sem
progestagénio) para menopausa e tratamentos de cancro, estd associado ao risco para TEV,
eventos cardiovasculares e trombose arterial (45,67).

Os estrogénios estao ligados a mudancas no perfil lipidico e no metabolismo das lipoproteinas
e acredita-se que afetem diretamente a parede vascular, promovam alteracoes nos fatores
que promovem a disfuncao endotelial e modifiguem modestamente os niveis plasmaticos dos
varios fatores da coagulacdo (12,68). Também levam a uma diminuigao dos niveis de inibidores
naturais de PS e AT, aumento da RPCa adquirida e aumento da geracdo de trombina (67).
Mesmo as novas formula¢ées com uma menor dosagem de estrogénio revelaram aumentar a
incidéncia de trombose, estando associadas a um risco de 1,5 a 3 vezes maior de TEV,
comparativamente com o risco de nao usudrias em idade reprodutiva, o que levou a
reconhecerem também o papel desempenhado pelo progestagénio na modulacao dos efeitos
na trombose (45,67).

0 progestagénio dos AOC tem efeitos via ligacao a recetores de esteroides, afetando o risco
trombético (67,69). Progestagénios de 32geracao em comparacao com os de 22geracao tém
niveis mais elevados de fatores pré-coagulantes (como FVII e protrombina) e niveis mais
baixos de anticoagulantes naturais, aumentando a resisténcia a PCa e associados a um risco
trombdtico 2 vezes maior (67,69).

Ja os progestagénios isolados nao parecem interferir na coagulacao e os anticoncecionais s
de progestagénio tém efeito nos lipidos e coagulacao, conferindo um baixo risco de TEV
(12,67,68).
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1.6. Indicacoes pararastreio de trombofilias

Trombofilias definem-se como uma tendéncia a trombose derivada de um estado de

hipercoagulabilidade determinado por alteracdes hematoldgicas hereditarias ou adquiridas.

Cercade 70% dos doentes com histdria de trombose sao portadores de umatrombofiliae 33%

destes apresentam antecedentes familiares relevantes (4).

Por norma, as trombofilias, sao rastreadas com dois propdsitos principais: ajustar o regime

terapéutico em doentes com historial de trombose e/ou identificar familiares assintomaticos

que poderao vir a necessitar de profilaxia antitrombdtica (4).

O rastreio de trombofilias, aquando da presenca de critérios para tal, deve ser feito de forma

criteriosa e sequencial, de forma a evitar erros de interpretacao e terapéuticas dispendiosas e

desnecessdrias (4,70).

Os critérios de rastreio das trombofilias sao (70):

Histdria pessoal ou familiar de tromboembolismo venoso

Trombose antes dos 50 anos na auséncia de fatores de risco transitdorios
Tromboembolismo recorrente

Trombose atipica (mesentérica, esplénica, hepética, renal, cerebral)

Parente do 1.2 grau com mutacao especifica

Patologia obstétrica:

Uma ou mais mortes in ttero inexplicadas de fetos morfologicamente normais (>10
semanas gestacao).

Trés ou mais abortos espontaneos consecutivos (<10 semanas), excluidas causas
anatdmicas e cromossomicas.

Um ou mais nascimento prematuros (<34 semanas), de fetos morfologicamente

normais, associados a eclampsia ou pré-eclampsia grave ou insuficiéncia placentar.
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1.7. Sequenciacao de préxima geracao (NGS)

O NGS revolucionou a pesquisa genomica, esta tecnologia é capaz de sequenciar milhares de
fragmentos de DNA em simultaneo, acelerando consideravelmente o processo de
sequenciacao. Esta capacidade de sequenciacao massiva torna o NGS uma técnica versatil
com indmeras aplicacées, incluindo a investigacao de condicdes genéticas complexas como
as trombofilias.

No contexto das trombofilias, o0 NGS destaca-se pela sua habilidade de analisar num painel
uma ampla variedade de genes relacionados a coagulagao sanguinea de maneira abrangente
e detalhada. Esta abordagem abrangente € crucial, uma vez que as trombofilias representam
um conjunto de doencas multifatoriais, envolvendo uma interacao complexa de variantes
genéticas. O uso deste painel NGS permite detetar mutacdes especificas associadas a um
maior risco de desenvolvimento de trombofilias, permitindo assim intervencées mais
personalizadas, preventivas e eficazes.

Assim, a aplicacao do NGS no rastreio de mutacGes associadas ao risco de desenvolver um
evento trombdtico representa um avanco promissor na compreensao e gestao dessas
condicoes, oferecendo uma visao mais abrangente e detalhada do perfil genético dos

individuos e da sua suscetibilidade genética.
1.8. O DNA Bead Array norastreio das trombofilias

Antes do NGS, o rastreio das trombofilias neste laboratdrio era realizado recorrendo a técnica
de DNA Bead Array. Esta era uma abordagem de microarray utilizada para analisar variagoes
genéticas em larga escala, sendo comumente usada em pesquisas de Single Nucleotide
Polimorfisms (SNPs). A técnica envolvia pequenas particulas esféricas (beads) com
sequéncias especificas de DNA ligadas a uma matriz sélida, como uma lamina de vidro. Cada
bead carregava uma sequéncia de DNA complementar a uma sequéncia genética especifica
que se pretendia estudar. Durante a realizacao da técnica, a amostra em estudo era marcada
com uma cor especifica e hibridizada com as beads que continham as sequéncias
complementares. Feita a hibridizacao, um scanner lia as beads para determinar quais as
sequéncias de DNA que estavam presentes na amostra, com base nas cores das beads. Isto
permitia identificar quais as variantes associadas as trombofilias que estavam presentes na

amostra.
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Contudo, esta técnica foi descontinuada e, mais tarde, surge a técnica de NGS com uma
capacidade mais aprimorada de fornecer informac6es mais detalhadas e abrangentes, maior
especificidade e sensibilidade, custos mais acessiveis e uma maior flexibilidade em termos de
aplicacoes. Ao longo do desenvolvimento deste projeto e através dos resultados

apresentados, sera possivel observar a performance do NGS no rastreio das trombofilias.
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2. Objetivos

Este projeto tem como objetivo geral a implementacao no laboratério de um painel NGS
dirigido para o rastreio de mutag6es associadas ao risco de trombofilias. Isto vai permitir uma
pesquisa mais alargada e variada de mutacgdes que nao era possivel pela técnica DNA Bead
Array anteriormente utilizada. Para o efeito, foram estabelecidos especificamente os

seguintes objetivos:

1. Desenho dos primers para as regioes de interesse de acordo com 0s requisitos
necessarios e validacao da sua amplificagao

2. Estabelecimento das condi¢es necessarias para a realizacao da técnica de PCR
Multiplex

3. Amplificacdo das amostras através da técnica de Multiplex, sequida da
sequenciacao por NGS

4. Cumprimento dos requisitos estabelecidos no controlo de qualidade das amostras.

5. Correlacionar os dados apresentados na literatura com as variantes detetadas, a
sua contribuicao para o aumento do risco de eventos trombdticos e, como estas se

alinham com o quadro clinico apresentado pelos pacientes
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3. Métodos
3.1. Selecaode amostras e extracao de DNA

Neste estudo foram utilizadas 10 amostras selecionadas aleatoriamente da base de dados
para os estudos de trombofilias da Unilabs, com variantes positivas que se adequavam a
validacao do painel NGS. Na tabela 1 estdo disponiveis os dados relativos as amostras bem

como a informacado clinica das mesmas.

Tabela 1- Informacdes das amostras incluidas no projeto

Individuo Sexo Informacao Clinica
Al F Infertilidade
A2 F Sindrome HELLP com cesariana as 32 semanas
A3 F Doente com vdrios episddios de TVP por ano
A4 M TEP nao estratificada. Para exclusao de HTP pulmonar, TVP
A5 F Trombose dos seios venosos, sob tratamento com enoxaparina
A6 F AVC criptogénico. Dislipidemia
A7 F Resisténcia a proteina C ativada
A8 M Rastreio de trombofilias
A9 M Rastreio de trombofilias

A10 M Rastreio de trombofilias

Legenda: M- Masculino; F-Feminino

As amostras de DNA foram extraidas de amostras de sangue periférico. Foi utilizado o
QIAsymphony, que é uma técnica baseada em silica com o auxilio de particulas magnéticas, de
forma a obter uma concentragao aproximada de 75 ng/pL.

Realizada a extracao, a quantidade e qualidade da amostra foram avaliadas, usando o Epoch 2
Microplate Spectophotometer, enquanto a integridade, para verificar a sua degradacao, foi
avaliada por meio de uma eletroforese.

A concentracao minima aceitavel utilizada foi de 20 ng/uL, e arazao A260/A280 deve estar
entre 1.5-2.

Por fim, as amostras foram diluidas de forma a obter-se uma aliquota de DNA a uma
concentracao de 20 ng/pL.

Todo este procedimento mencionado anteriormente foi realizado pelo departamento de

extracao do laboratdrio.
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3.2. Desenho e Verificacao dos primers para PCR Multiplex

0 desenho dos primers para a amplificacao das regides de interesse especificas dos genes
incluidos neste painel, nomeadamente as regides exonicas, implicam a consideracao de alguns
critérios como: o comprimento dos mesmos nao deve exceder os 18-25 pares de bases (ph), a
temperatura de melting entre os primers devem ser idénticas (56-59°C) ou diferenciarem, no
maximo, em 1-22C e por fim, devem ser especificos para as regides genémicas de interesse
(tabela 3).

Regides contendo sequéncias repetitivas e SNPs (Single Nucleotide Polimorfisms) devem ser
evitados, uma vez que estas carateristicas podem impactar negativamente a eficiéncia da
amplificacdo por PCR.

Para o efeito recorreu-se ao uso do SNPCheck, In-Silico PCR, BiSearch e o UMelt para garantir
que os primers nao apresentam SNPs, a temperatura de melting entre os primers é idéntica ou
nao variamais que 1-22C, que sao especificos e para verificar a curva de melting dos amplicdes,
o que permite escolher as condicoes de PCR.

Apds isto, os primers foram agrupados em 3 grupos distintos (tabela 2), de forma a rentabilizar
a 100% areacao de PCR, garantindo assim condicdes dtimas de amplificacao a todos os genes.
A separacao baseou-se, tamhém, no tamanho dos amplicées, a fim de facilitar a identificacao
de cada gene apds a amplificacao na eletroforese capilar realizada no sistema Qiagen Qiaxcel.
Além disso, todos os primers que apresentavam um teor de G/Cz 55 foram agrupados na MIX
2. A MIX 2 difere das restantes pela presenca de DMSO, um aditivo de PCR que vai melhorar o

desempenho de um PCR que pode estar abaixo do ideal tendo em conta o elevado teor em GC.

Tabela 2- Distribuicdo dos primers pelas diferentes MIX

MIX 1.1 MIX 1.2 MIX 2
Trombofilia Trombofilia Trombofilia
ACE F13A1 AGT
AGTR1 F2 APOE
APOB ITGB3 GP1BA

F5 MTRR GSTP1
ITGA2 MTR ITGA2B
SERPINE1 MTHFR
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As mix de primers foram testados com amostras normais de DNA, ou seja, individuos
saudaveis e com controlo negativo para garantir que todas as regides sao amplificadas e os
primers especificos.

Ao longo de controlo de qualidade desta amostra, foi observado o alinhamento dos resultados
obtidos no Alamut Visual Plus v.1.7.1 e verificou-se que esta tinha a cobertura minima
necessdria de 20 leituras para validar os primers e o procedimento realizado. Nesta fase,
prosseguiu-se com as amostras de doentes positivos a fim de validar a presenca de mutacgoes

anteriormente identificadas pela técnica de array.
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Tabela 3- Dados sobre os primers desenhados

Gene NM Mutacao Primer Forward TM (2C) Primer Reverse TM(eC) Tamanho(pb) % G/C
ACE NM_000789.3 €.2306-117_2306-116insA 5-CAGGTGTCTGCAGCATGT-3’ 57 5-CTTGGGGTTTCACAGCAC-3 57 435 53
AGT NM_001384479.1 c.803T>C 5'-CTCTCTCTATCTGGGAGCCT-3 55 5'-GCCTGACTGGCTGATCTC-3 56 500 59
AGTR1 NM_031850.3 c.*86A>C 5'-TGGATGTATTGATTCAACTAGGC-3’ 56 5-ATTGTTCTTCGAGCAGCC-3’ 58 535 39
APOB NM_000384.3 c.10580G>A 5'-GACCACAAGCTTAGCTTGGAA-3’ 59 5'-ACAAAGGCAGTTGAAACACG-3 59 695 45
c526CT
APOE NM_000041.2 388ToC 5-ATCTGCTCTCTGCATCTGTCTC-3 58 5'-TCGAACCAGCTCTTGAGG-3’ 59 775 Il
F13A1 NM_000129.3 c103G>T 5-TTGGAATCCTTGTCTCAAATG-3 58 5'-GAGACAGAGGATGTTTACCTGC-3 58 312 51
F2 NM_000506.5 C’97G>A 5'-AGAAACAGTTGCCTGGCAG-3 58 5-TAAAACCCAGAGGGTGGAA-3’ 59 637 47
c.1601G>A 5-AATATTAATTGGTTCCAGCGA-3’ 56 5'-AGCCAGGAGACCTAACATGTT-3' 57 384 38
F5 NM_000130.4
¢.3980A>G 5-CTCTTCTCCAGAGCTCAGTGA-3' 58 5'-ACCAAGGTCTGGAGAAAGTGT-3' 58 805 51
GP1BA NM_000173.7 c482CT 5'-GTGGATGCTGTTTCTGGAAG-3 58 5'-GATTCTCCAGCCCATTCAG-3 58 681 60
GSTP1 NM_000852.4 c.313A>G 5'-GGCAGTCTCTCATCCTTCC-3' 57 5-ACTTGGCTGGTTGATGTCC-3' 58 458 62
ITGA2 NM_002203.4 c.1600G>A 5'-CTGAGGGAAGGAACTGTGC-3' 58 5'-TCATAACTTAATGGGGACATCCT-3' 59 461 32
ITGA2B NM_000419.5 c.2621T>G 5'-CCAAAGTGGAGCACACCTAT-3 56 5'-GCAAGTGTCTTTCAGCTCAC-3’ 58 703 64
c176T>C 5-TTTATGCTCCAATGTACGGG-3 58 5'-GCTACTTCCCCAAGACTTCC-3 59 406 57
ITGB3 NM_000212.2 c¢.506G>A 5'-AAGGAAGAGGAAAAGGGACC-3 58 5'-GACAGCCAACAAAGTGATCC-3 59 487 47
c.1544G>A 5'-GAACTCCAGATTGCAAAAGC-3 58 5'-CCTATGTTTCCAGTGGTTGC-3' 59 642 47
c.677CT 5’-TGTGGTCTCTTCATCCCTC-3 56 5'-AGTTCTGGACCTGAGAGGAG-3’ 56 397 58
MTHFR NM_005957.5
c.1298A>C 5-AGTCAGGGGCAGAATTTACAG-3' 58 5'-AAGACCCAGCCTGTCTTTG-3' 58 473 56
MTR NM_000254.2 c.2756A>G 5'-CCTGAAGGAGGTGTTATCAG-3' 55 5'-TGATCCAAAGCCTTTTACAC-3' 55 296 34
MTRR NM_002454.3 C.66A>G 5'-AGACTGTTGTGAATGATACTGTGG-3’ 58 5'-AGACACAGCATATGCTACTTCTGT-3' 58 839 37
SERPINE1 NM_000602.5 c.-820G[(4_5)] 5'-GCCATGAATTGACACTCTGTT-3 58 5-GAGGACTCTTGGTCTTTCCC-3 58 342 56
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3.3. PCR Multiplex

Primeiramente, foram preparadas as 3 mix de primers através da adicao de cada Primer
Forward e Primer Reverse, das respetivas solucdes stock a 100 nmol/uL e 360 pL para a mix
1.1e1.2 trombofiliae 380 pL paraamix 2 trombofilia de dgua autoclavada paraum volume final
de 500 pL num microtubo de 1.5 mL. De sequida, preparou-se as mix de reagentes seguindo
as quantidades do kit Qiagen Multiplex PCR (100), realizadas no frio com duas reacdes em
eXxcesso, ou seja, por amostra preparou-se 25 pL de 2X Multiplex PCR Master Mix, 5 uL de
agua livre de RNAses e 5 uL de DMSO na mix 2.

Apds isto, os tubos de amostras de PCR foram preparados numa placa fria e foi acrescentado
por amostra a mix dos reagentes, a mix de primers e 0o DNA a 20 ng/uL, excetuando o controlo
negativo onde foi adicionado o buffer ATE do QIAsymphony DNA Mini Kit (fornecido pelo
departamento de extracdo) auma concentracdo apta para o tipo de amostra, ao invés de DNA.

A tabela 4 representa o programa de PCR utilizado:

Tabela 4- Programa de PCR utilizado

Temp 2C Tempo Ciclos
Ativacao 95 15min 1
Desnaturacao 94 30s
Annealing 58 1min30s 35
Extensao 72 Tmin30s
Extensao final 72 10min 1
Hold 4 © -

3.4. Eletroforese Capilar Automatizada

De forma analisar e validar a amplificacao feita por PCR (controlo de qualidade interno), os
produtos sao submetidos a uma eletroforese capilar automatizada onde foi o utilizado o
equipamento Qiagen Qiaxcel, de acordo com as instru¢oes disponibilizadas pelo fornecedor.

Apds todo o processo de reacao de PCR os produtos sao posteriormente sequenciados por

NGS.
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3.5. Purificacao dos produtos de PCR Multiplex

Dos produtos de PCR amplificados, 30 ulL foram pipetados para uma MIDI plate (placa de 96
pocos) e nestes foram ressuspendidos 54 uL de beads CleanNGS da cleanNA (esferas
magnéticas) sequido de uma incubagao de 5 min a temperatura ambiente e outra de mais 5
min na placa magnética. Apds as duas incubacoes, o sobrenadante em excesso € retirado e
adicionado 200 pL de etanol a70% e incubado por 30 seg a temperatura ambiente apds retirar
o etanol sem tocar nas esferas magnéticas formadas pelas beads. A lavagem com etanol é
novamente repetida e, apds isso, as esferas magnéticas sequem para o termociclador a 37°C
onde sao secas. Assim que os aglomerados formados pelas esferas magnéticas comecam a
formar fissuras sao imediatamente retiradas do termociclador e é Ihes adicionado 40 pL de
aguaa 0,2 uM (Ambion DEPC- treated water), a solugdo é homogeneizada e incubada durante
2 min a temperatura ambiente e novamente, por mais 2 min na placa magnética. Por fim, é

retirado 27 pL do sobrenadante e transferido para novos pocos.
3.6. Quantificacao e diluicao dos produtos de PCR purificados

Utilizando o kit Qubit dsDNA BR Assay, foi preparado a mix de quantificacdo suficiente para o
numero de reacdes necessdrias incluindo 2 standards mais duas reacoes em excesso, sendo
que a razao da mix é de 1:199. Apds a preparacao da mix, sao preparadas aliquotas para a
quantificacao, onde é adicionado 198 pL da mix de quantificacdo e 2 pL da amostra,
excetuando as aliquotas dos standards onde € adicionado 190 pL da mix e 10 uL do standard
a 10 ng/uL. Para a quantificacao, foi utilizado o Qubit 4.0 sequindo as instrucdes fornecidas
pelo fabricante.

Tendo por base os resultados da quantificacao, as amostras foram diluidas em novos tubos de
forma a obter uma concentracao de 10 ng/pL utilizando agua HPLC como diluidor e foi
novamente quantificado para confirmar a concentragao. Finalmente, num novo tubo, juntou-
se 5 uL de cada diluicao que pertencem a mesma combinacao de indexes (pool de amostras)

num mesmo tubo.
3.7. Fragmentacao e Tagmentacao

Utilizando o kit SureSelect QXT Library Prep, em tubos de PCR foram preparados em cada
poco, 17 uL de QXT buffer, 2 uL daamostra e 4 uL de QXT enzyme Mix ILIM, nas concentracoes
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indicadas pelo fornecedor. A fragmentacao foi realizada de acordo com o seguinte programa
de PCR (pré-aquecido): 1 ciclo a 45°C, durante 10 min e, 1 ciclo a 4°C durante 1 min, com hold a
4°C. Apds terminado o PCR, foi adicionado 32 uL de 1X QXT Stop solution, realizado sob uma

placa fria, e depois incubado durante 1 min a temperatura ambiente.
3.8. Purificacao dos produtos de Tagmentacao

Foram transferidos 60 puL dos produtos de PCR para uma MIDI plate e, em sequida, adicionou-
se 65 pL de beads CleanNGS (esferas magnéticas) para ressuspender esses produtos. A placa
foi incubada por 5 min a temperatura ambiente e, em seguida, por mais 5 min na placa
magnética. O sobrenadante foi removido e adicionaram-se 200 pL de etanol a 70%, sequido
deumaincubacao por 1min. O etanol foi retirado com o maximo cuidado, sem tocar nas esferas
magnéticas e foi realizada uma nova lavagem com o etanol. Apds isso, as esferas magnéticas
foram secas recorrendo ao termociclador em pausa a 379C e, assim que os aglomerados
formados pelas esferas magnéticas apresentam uma fissura, adicionou-se 11 L de aguaa 0.2
uM (Ambion DEPC-treated water) e a solucao foi homogeneizada. A placa foi incubada por 2
min a temperatura ambiente e novamente colocada na placamagnética por 2 min. Por fim, todo

o liquido sobrenadante foi removido e transferido para novos pogos.

3.9. Amplificacao por PCR para ligacao de sequéncias identificadoras de amostras

(indexes) para NGS

Inicialmente, a mix de PCR para o nimero necessario de reacdes mais duas em excesso, foi
preparada numa covete fria usando o kit SureSelect QXT Library Prep. Para cada reacao
adicionou-se 13.5 pL de dgua livre de nucleases, 10 pL de Herculase Il 5x Reaction Buffer, 0.5
pL de 100 mM dNTP mix e 1 uL de Herculase Il fusion DNA polymerase. As concentracoes
utilizadas foram as indicadas pelo fornecedor. Em seguida, numa placa fria, foram adicionados
25 pL damix de PCR preparada em cada tubo, juntamente com 1 uL do index P7 e 1uL do index
P5 adequado para cada tubo/biblioteca (do mesmo kit mencionado anteriormente), e 10 uL de
DNA purificado. O programa de PCR utilizado para a ligacao dos indexes foi o seguinte: 1 ciclo
a 98¢C por 2 minutos, seguido por 6 ciclos de 982C por 30 segundos, 582C por 30 segundos e

72°C por 1 minuto, e, finalmente, um ciclo a 722C por 5 min com hold a 4°C.
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3.10. Purificacao dos produtos de PCR apods ligacao das sequéncias identificadoras

das amostras para NGS

Foram pipetados 40 pL dos produtos de PCR parauma MIDI plate e, em seguida, nestes foram
ressuspendidos 60 uL de beads CleanNGS (esferas magnéticas). A placa foi incubada por 5
min a temperatura ambiente e, depois por mais 5 min na placa magnética. O sobrenadante foi
removido e adicionaram-se 200 pL de etanol a 70%, seguido de uma incubacao de 1 min. Sem
tocar nas esferas magnéticas, o etanol foi removido e realizou-se uma nova lavagem com
etanol. Apds isso, as esferas magnéticas foram secas em um termociclador em pausa a 37°C.
Assim que os aglomerados formados pelas esferas magnéticas apresentaram uma fissura,
foram adicionados 25 uL de dgua a 0.2 uM (Ambion DEPC- treated water) e a solucao foi
homogeneizada. A placa foi incubada durante 2 min a temperatura ambiente e novamente
colocada na placa por mais 2 min. Por fim, todo o sobrenadante foi removido e transferido para

Novos pogos.
3.11. Avaliacao e pooling das hibliotecas

Para a avaliacao das bibliotecas, o Qubit 4.0 foi utilizado novamente, conforme mencionado
anteriormente. Além disso, a avaliagao também foi realizada utilizando a TapeStation,a D1000
ScreenTapes, incluindo os reagentes High Sensitivity D1000 e o respetivo software de acordo
com as instrucoes do fornecedor. Paraisso, aliquotas contendo 3 pL de High Sensitivity D1000
e 1 uL das bibliotecas foram preparadas. Com base nos resultados das quantificacoes,
quantidades especificas de cada pool e de RSB (ressuspension buffer) foram adicionadas num
novo tubo, a fim de obter uma concentracao de 10 nM. A partir dessa solu¢ao, uma nova
solucao foi feita, adicionando-se 12 pL da pool a 10 nM e 18 pL de RSB, resultando numa
concentracao de 4 nM. Em sequida, as duas pool preparadas, o tubo a10 nM e o tubo a 4 nM,
foram avaliadas novamente na TapeStation, sendo cada uma delas analisada em triplicado,

para confirmar a correta preparacgao das concentragoes.
3.12. Sequenciacao NGS

Num novo tubo, adicionou-se 5 uL de NaOH a 0.2 N e 5 pL da pool a 4 nM para desnaturar o
DNA e foiincubado por 5 min. Em sequida, utilizando o Kit Miseq Reagent Nano v2 da lllumina,

adicionou-se 990 pL de HT1a pool desnaturada parainterromper a desnaturacao. Depois num
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novo tubo, transferiu-se 360 L deste (pool com HT1) e 240 uL da pool desnaturada para obter
uma diluicao final de 10 pM (pool final). A Miseq Cartridge da lllumina foi preparada para a
corrida, incluindo a preparacao de uma mix de primer 1(com buffer do poco 13 da cartridge e 3
uL de index) e uma mix de primer 2 (com buffer do poco 14 da cartridge e 3 uL de primer 2). Em
seguida, carregou-se a cartridge com a mix de primer 1 no poco 18, mix de index no pogo 19,
mix de primer 2 no poco 20, 600 pL da pool diluida a 10 pM no poco 17. Por fim, a corrida de
NGS na plataforma lllumina Miseq foi iniciada, seqguindo as instrucdes fornecidas pelo

fabricante.
3.13. Controlo de qualidade e avaliacao de resultados

Finalizada a corrida de sequenciacao no MiSeq, é efetuada a andlise da qualidade da corrida de
NGS através da ferramenta bioinformatica BaseSpace. Esta ferramenta permite avaliar o
%Q30 e %PF (qualidade das bases e clusters), que devem estar acima de 80%, indexing QC,
para avaliar a representatividade do index na corrida e, indiretamente da amostra, devendo
esta ser homogénea e a densidade dos clusters deve estar compreendida entre 800-1200.
Para o alinhamento e obtencao dos arquivos BAM, BAM.bai e VCF, foi utilizado o programa
Dragen Germline Pipeline V.3.2.8 (lllumina), usando a sequéncia de referéncia Human (UCSC
hg19). A BED necessdria para gerar a BAM, BAM.bai e VCF foi desenhada usando o UCSC e
inclui os exdes desejados +/- 8 pb.

0 Omnomics foi utilizado para avaliar a qualidade dos resultados, fornecendo um relatdrio de
qualidade. Nesse relatdrio, foi dada atencao a qualidade das bases, que devem apresentar uma

leituraigual ou superior a 20 e a percentagem de cobertura a 20x deve ser de 100%.
3.14. Classificacao da zigotia das variantes

Para a classificacao da zigotia das variantes encontradas, foi usado o Alissa Interpret
conjuntamente com a VCF. O Alamut Visual Plus v.1.7.1 também foi utilizado para auxiliar na
classificacao das variantes, bem como verificar a cobertura do gene.

Relativamente a Alissa interpret, os filtros aplicados sobre as variantes encontradas, foram

estabelecidos e desenhados pelo laboratdrio.
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4. Resultados
4.1. Validacao das misturas de primers desenhados com amostras normais

Relativamente aos primers desenhados, estes foram separados em 3 mix tendo em conta os
tamanhos dos amplicdes, de forma heterogénea, para que fosse mais fdcil identifica-los
aquando da realizacao da eletroforese capilar. Os amplicoes resultantes do PCR apresentam
um tamanho entre 250-850 pb, pelo que se espera que as bandas estejam entre esses
valores.

Na figura 8 podemos ohservar os resultados da corrida de eletroforese usada para avaliagcao

do PCR.

Al A2 A3 Al

200007 X 11 MIX 1.2 MIX 2
4000035555~ ' ’
3000.0————

2500.0—
2000.0———

1500.0—
1200.0——

1[)00‘[]7_ [

750.0——

500.0- [—

250.0——

15.0—
Figura 8- Separacao eletroforética do resultado das reacoes de PCR de amostras

normais.

Tendo em conta a tabela 2 e atendendo a distribuicao dos diferentes primers pelas 3 MIX,
podemos observar que todos amplificaram, dado que é possivel observar bandas entre os

250-850 ph.
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Quanto a sequenciacao por NGS, ao longo do controlo de qualidade desta amostra, foi
observado o alinhamento dos resultados obtidos no Alamut Visual Plus v.1.7.1 e verificou-se o
cumprimento dos critérios estabelecidos para o controlo de qualidade das amostras, e que esta
tinha a cobertura minima necessaria para validar os primers e o procedimento realizado. Nesta
fase, prosseguiu-se com as amostras de doentes positivos a fim de validar a presenca de

mutacoes anteriormente identificadas pela técnica de DNA Bead Array.
4.2. Amplificacao das amostras positivas

Na figura 9, podemos observar a amplificacao de 1(A9) das 10 amostras amplificadas pela
técnica de Multiplex seguida de sequenciacao por NGS.
0 padrao de amplificacao verificado para esta amostra foi praticamente idéntico ao padrao de

amplificacdo das restantes.

Al A2 A3 A4
—5000.0
MIX 1.1 MIX 1.2 MIX 2 “3500.0° 0000
3000.0
—2500.0
2000.0
—1500.0

=500.0

250.0

—=15.0

Figura 9- Separacao eletroforética do resultado das reagdes de PCR numa amostra positiva.
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4.3. Variantes encontradas nas amostras na sequenciacao por DNA Bead Array

As amostras positivas de DNA utilizadas foram anteriormente testadas pela técnica de DNA
Bead Array, onde foram encontradas as variantes assinaladas na tabela 5 bem como a zigotia

em que estas se encontravam.
4.4. Resultados obtidos apds a sequenciacao por NGS

Ao testar as amostras positivas, provenientes da sequenciacao por DNA Bead Array, com
todos os genes incluidos neste novo alargado painel, foram detetadas 82 variantes nas
amostras, das quais 57 encontravam-se em heterozigotia (69.5%) e 25 em homozigotia
(30.5%).

Os resultados de NGS passam o controlo de qualidade apresentando um Q30 e %PF maior a
80%, densidade de clusters entre 1000 a 1200 k/mm?, uma representatividade de index
semelhantes e cobertura de 100%, cumprindo assim o minimo de cobertura estabelecido de
20 leituras (dados obtidos pelo Omnomics), tendo-se obtido uma cobertura média de 730

leituras por pb; Apds isto, procedeu-se a andlise da zigotia utilizando a Alissa Interpret.
4.5. Variantes encontradas nas amostras apos sequenciacao por NGS

Na tabela 6 podemos observar todas as variantes encontradas nas diferentes amostras apds
a sequenciacao por NGS bem como a sua zigotia.

Por meio da sua andlise, podemos notar que todas as variantes positivas submetidas a teste
por NGS (destacadas a cinzento) mantiveram-se positivas e concordantes com os resultados
previamente obtidos pela técnica DNA Bead Array, quer a nivel da presenca da variante, quer
da zigotia. No entanto, é notdvel que com a nova abordagem NGS ha uma identificacao

significativamente maior de variantes em comparacao com a técnica anteriormente utilizada.
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Tabela 5- Variantes detetadas na sequenciacao por DNA Bead Array e respetiva zigotia

GENE MUTACZ\O Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10
ACE €.2306-117_2306-116insA
AGT €.803T>C
AGTR1 c.*86A>C
APOB c.10580G>A
c.526C>T
APOE
c.388T>C
F13A1 c103G>T X (het) X (het) X (het) X (hom) X (het) X (het) X (hom)
F2 C*97G>A X (het)
Fo c.1601G>A X (het) X (hom)
c.3980A>G
GP1BA c.482C>T
GSTP1 c.313A>G
ITGA2 c.1600G>A
ITGA2B c.2621T>G
c176T>C
ITGB3 c.506G>A
c1544G>A
MTHER c677C-T X (het) X (hom) X (het) X (het) X (het) X (het) X (hom)
¢.1298A>C X (het) X (het) X (hom) X (het) X (het)
MTR c.2756A>G
MTRR C.66A>G
SERPINE1 c.-820G[(4_5)]

Legenda: Het- Heterozigotia; Hom- Homozigotia
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Tabela 6- Variantes detetadas na sequenciagao por NGS e respetiva zigotia

GENE MUTACZ\O Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10
ACE €.2306-117_2306-116insA
AGT €.803T>C X(hom)  X(hom)  X(het) X (het) X(het)  X(hom)  X(het)  X(hom)  X(het)
AGTR1 c.*86A>C X (het) X (het) X (hom) X (het) X (het) X (het)
APOB c.10580G>A
c.526C>T X (het)
APOE
c.388T>C X (het) X (het) X (het) X (het) X (het) X (hom)
F13A1 c103G>T X (het) X (het) X (het) X (hom) X (het) X (het) X (hom)
F2 C*97G>A X (het)
- c.1601G>A X(hom)  X(hom)  X(hom) X(hom)  X(hom)  X(hom) X (het) X(hom)  X(hom) X (hom)
€.3980A>G X (het) X (het) X (het)
GP1BA c.482C>T X (het)
GSTP1 c.313A>G X (het) X(het)  X(hom)  X(het) X (het) X (het) X (het)
ITGA2 c.1600G>A
ITGA2B c.2621T>G X (het) X (hom) X (het) X (het)
c176T>C X (het) X (het)
ITGB3 c.506G>A
c1544G>A
MTHER c677C>T X (het) X(hom)  X(het) X (het) X (het) X(het) X (hom)
c.1298A>C X (het) X(het)  X(hom) X (het) X (het)
MTR c.2756A>G X (het) X (het) X (het)
MTRR C.66A>G X (het) X (hom) X (het) X (het) X(hom) X (hom) X (het) X (het)
SERPINE1 c.-820G[(4_5)] X (het) X (het)

Legenda: Het- Heterozigotia; Hom- Homozigotia; As variantes assinaladas a cinzento foram detetadas anteriormente pela sequenciacao por DNA Bead Array e confirmadas por NGS
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5. Discussao

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que os primers desenhados especificamente
para as regides exonicas de interesse dos genes incluidos neste painel e testados através da
técnica de Multiplex, cumpriram todos os requisitos e funcionaram de forma eficaz, uma vez
que se obteve amplificacao paratodas as amostras. A sequenciacao de NGS do painel de genes
construido, permitiu verificar a elevada qualidade do alinhamento, e a boa cobertura da regiao
alvo e a respetiva profundidade demonstrando o sucesso da solucao desenhada. Assim, 0s
requisitos exigidos para a sequenciacao do painel de trombofilias foram conseguidos de forma
eficaz, pelo que este método podera ser aplicado na rotina de amplificacao, sequenciacao e
andlise destes genes por parte do laboratdrio.

Embora as trombofilias, geralmente, resultem da interacao de um conjunto de fatores
genéticos e/ou adquiridos, a identificacao da suscetibilidade genética em individuos pode ser
fundamental na prevencao de eventos trombdticos. Os resultados apresentados revelam que
muitos pacientes sao portadores de diversas variantes genéticas em diferentes genes,
refletindo o carater poligénico associado as trombofilias.

A maioria das variantes de risco identificadas nos genes avaliados sao reconhecidas como
fatores de risco em condi¢6es como aterosclerose, TV, AVC, e complicacbes associadas a
gravidez/fertilidade. Estes achados reforcam a relevancia clinica das variantes detetadas no
contexto das trombofilias.

Quando combinados, muitos dos fatores de risco interagem de uma forma sinérgica. De
seguida, e tendo em conta os dados apresentados na literatura, perceber-se-a como as
variantes detetadas contribuem para o aumento do risco de eventos trombdticos e, como
estas se alinham com o quadro clinico apresentado pelos pacientes.

Alteracoes sanguineas que originem um estado de hipercoagulabilidade, ou seja, as
trombofilias podem comprometer o processo de implantacao embrionaria (71). Os fatores
biolégicos de trombofilia sao definidos pela presenca de uma ou mais anomalias permanentes
da hemostasia, hereditaria ou adquirida, que originam um estado de hipercoagulabilidade
(71,72). Dentre estes fatores, destacam-se a presenca do fator V de Leiden, uma mutacao no
gene da enzima metileno tetrahidrofolato redutase, ambas as mutacdes foram detetadas no

individuo A1(71,72).
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O conjunto de alelos, C677T e A1298C, estao associados a alteracdes na enzima MTHFR,
resultando em niveis reduzidos da mesma, aumentando o risco de trombose, contudo estas
alteracdes na enzima também pode interferir com o metabolismo do folato, que desempenha
um papel essencial naformacao e desenvolvimento do embrido (50,72). A deficiéncia do folato
pode prejudicar aimplantacao do embriao no utero e reduzir as chances de uma gravidez bem
sucedida (50,72). 0 mesmo se verifica para 0 MTRR que estd igualmente envolvido no
metabolismo do folato e a variante C.66A>G tem sido igualmente associada a problemas de
fertilidade (73).

A mutacao no F5 é também associada a um aumento do risco de trombose e, pode afetar
também a fertilidade (74). Esta variante detetada em homozigotia estd associada a um maior
risco de ocorréncia de trombose venosa (10). A trombose em vasos sanguineos uterinos pode
originar problemas de implantacao do embridao no endométrio (local onde o embrido se fixa
para o desenvolvimento da gravidez), problemas de circulacdo inadequada de nutrientes e
sangue para o feto, o que podera resultar num crescimento intrauterino inadequado ou até
mesmo perda fetal (74).

Avariante c.388T>C detetada em heterozigotia no gene APOE esta associada auma condi¢ao
de origem genética, denominado, hiperlipoproteinemia, capaz de afetar a fertilidade de varias
maneiras (75). Niveis elevados de lipidos no sangue podem afetar o equilibrio hormonal,
interferindo no ciclo menstrual e na ovulacao regular (75). Isso pode levar a ciclos menstruais
irregulares ou anovulatdrios, onde a libertacao do dvulo nao ocorre, reduzindo assim as
chances de gravidez. Danos oxidativos nas células dos ovdrios podem também resultar de
niveis elevados de lipidos, levando a anomalias cromossémicas nos 6vulos que podem resultar
em falhas de fertilizacao, prejudicar o desenvolvimento embriondrio e um maior risco de aborto
(75).

Todas as variantes referidas foram detetadas no individuo A1, o que vem corroborar o fenétipo
de infertilidade associado.

0 individuo A2 apresenta uma informacao clinica de sindrome de HELLP, que pode ocorrer
durante a gravidez, principalmente no terceiro trimestre (76). Esta sindrome é considerada
uma complicacao da pré-eclampsia, uma condicao caraterizada por pressao arterial alta,
presenca de proteina na urina e disfuncao de 6rgaos (76). A pré-eclampsia também pode estar
relacionada a mudancas no sistema de coagulagcdo e aumentar o risco de trombose (77).

Algumas mulheres podem ter predisposicao genética para trombofilias, o que pode aumentar
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ainda mais o risco de complicacdes trombdticas durante a sindrome de HELLP (77). Quando
uma mulher desenvolve esta sindrome e necessita de realizar uma cesariana prematura,
especialmente antes das 34 semanas de gestacao, como é o caso desta paciente, pode haver
uma maior preocupacao com o risco de trombofilias (77). Isto acontece devido ao estado de
hipercoagulabilidade associado a gravidez, ou seja, um estado em que ha uma maior tendéncia
a formacao de codgulos sanguineos (69). Atualmente sabemos que as variantes genéticas
associadas a este sindrome sao as mutacoes em genes relacionados a coagulagao, como o
fator V de Leiden em homozigotia, associada a um maior risco de trombose venosa, e a
protrombina em heterozigotia que confere um risco acrescido de 3 a 4x de TEV, ambos os
alelos foram detetados (10,40). Um outro estudo demonstrou que a variante c.313A>G do gene
GSTP1 pode influenciar a hipertensao na gravidez juntamente com outros fatores de atuacao
de forma independente e/ou sinérgica (78). Nesse estudo, foi ainda relatado que mulheres
portadores da variante c¢.803T>C no gene AGT tinham um risco elevado de pré-eclampsia,
umavez que aexpressaolocalde AGT é elevadanaremodelacao das artérias espirais (cruciais
para manter o fornecimento adequado de oxigénio e nutrientes para o embriao ou feto em
crescimento, qualquer disfuncao pode estar associada a complicacées durante a gravidez
como a pré-eclampsia) das mulheres que carregam este alelo (78).

Todas as variantes detetadas contribuem e corroboram o fendtipo apresentado pelo individuo
A2.

Um outro estudo realizado demonstrou que as variantes MTHFR C677T, MTR A2756G e
MTRR A66G influenciam mais fortemente a incidéncia da deficiéncia em folato, sendo que
esta deficiéncia é um fator de risco para o aparecimento de doencas cardiovasculares (79).
Posto isto, e sabendo que as doencas cardiovasculares sao um contributo muito forte para o
desenvolvimento de tromboses principalmente devido as alteracdes que estas produzem a
nivel do sistema vascular e na coagulagao sanguinea, é de esperar que alguém que apresente
estas variantes anteriormente descritas apresente uma tendéncia maior para TVP (13). A
paciente A3 apresenta todas as variantes descritas em cima, conjuntamente com outras que
contribuem para o aumento do risco de TVP, como ja referido anteriormente, a mutacao em
homozigotia G1601A no gene F5 e a C677T no MTHFR (1,11). De notar também a mutacao
c.388T>C em heterozigotia detetada para o APOE, que esta associada a niveis
moderadamente elevados de colesterol LDL no sangue (80). O LDL é frequentemente

chamado de "mau colesterol”, pois altos niveis desse lipido estao associados a um maior risco
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do desenvolvimento de doencas cardiovasculares, incluindo a formacao de placas nas artérias
e o desenvolvimento de trombose (80). Contudo, diversos estudos tém demonstrado que o
alelo c.103G>T em heterozigotia no F13A7 tem um efeito protetor para trombofilias (81).
Portanto, de acordo com a influéncia que muitas destas variantes apresentam na ocorréncia
de um evento tromhdtico, é provdvel que esta paciente tendo em conta as variantes detetadas,
apresente risco de ocorréncia de um episddio de TVP.

Como mencionado anteriormente, mutacoes genéticas detetadas no MTHFR (C677T e
A1298(), sao ambas correlacionadas com alteracdes na atividade do MTHFR, nomeadamente
a reducao da formacao de 5-MTHF, sendo assim limitada a conversao de homocisteina em
metionina, o que leva a sua acumulacao no sangue (hiperhomocisteinemia). A detecao destas
variantes em heterozigotia esta associada a um aumento do risco de trombose venosa. O
mesmo se verifica para a mutacao G1601A em homozigotia detetada no gene F5, os
portadores desta variante estdo propensos a desenvolver hipercoagulabilidade, que pode
manifestar-se como episddios de TEV. Os individuos portadores podem ter um risco de 50 a
100 vezes maior de desenvolver um evento trombdtico ao longo da vida (10,11). Individuos que
apresentam ambos os alelos tém um risco ainda mais alta de trombose venosa (82). A
mutacdo c.66A>G no gene MTRR tem sido descrita como um fator de risco para
hiperhomocisteinemia, o que consequentemente contribui para um aumento do risco de
ocorrénciade TVP (83).

Uma outra mutacao detetada foi a variante c¢.313A>G no GSTP7, um estudo realizado
demonstrou que esta variante esta associada a um rapido declinio da funcao pulmonar em
individuos que apresentam diferentes graus de comprometimento pulmonar (84). Outros
estudos demonstram também uma possivel associacao entre esta variante e doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), e embora sejam condicoes diferentes os efeitos
produzidos por ambos podem indiretamente estar associados. Contudo, os resultados dos
estudos apresentados na literatura permanecem controversos (85). De acordo com os dados
apresentados e, sabendo que o TEV compreende dois eventos clinicos principais relacionados:
TVP e o0 EP, ndo se pode excluir da hipétese a ocorréncia de TVP ou HTP pulmonar no paciente
A4, queja apresentou um episddio de tromboembolismo pulmonar e o seu gendtipo conta com
todas as variantes descritas até ao momento.

O individuo A5 apresenta uma informacao clinica onde é reportada trombose dos seios

venosos, uma condicao complexa e multifatorial que envolve a formacao de codgulos
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sanguineos nas veias cerebrais. Varios estudos tém demonstrado o aumento do risco de
trombose venosa cerebral na presenca de hiperhomocisteinemia o risco de trombose venosa
cerebral aumenta em 4 vezes (86). Como se pode observar na tabela 6, neste individuo foram
detetadas variantes associadas a hiperhomocisteinemia como é o caso da mutacao
c.1298A>C detetada em homozigotia para o gene MTHFR e a c.66A>G em heterozigotia para
0 MTRR, o que consequentemente confere um aumento do risco de trombose venosa cerebral
que corrobora a informacao clinica desta paciente. Varios estudos tém demonstrado que a
presenca de hiperhomocisteinemia concomitantemente com a toma de ACO, aumenta o risco
de trombose venosa cerebral. Tendo em conta que a paciente é do sexo feminino, nao é
conhecido mas nao se pode descartar a probabilidade de toma dos mesmos (87). Contudo, e
sendo o AVC uma condicao multifatorial foram detetadas outras variantes que podem
apresentar um efeito cumulativo no risco de trombose e subsequentemente na trombose
venosa cerebral. Por exemplo, foi detetada em homozigotia no gene F5 a variante c.1601G>A
que aumenta o risco de ocorréncia de TV, incluindo TVC. Ja a variante detetada no SERPINET
em niveis elevados contribui para o desenvolvimento de oclusdes venosas (88), o que
aumenta a predisposicao para trombofilias. Todas as variantes referidas em cima, podem
contribuir e corroborar o fenétipo apresentado pela paciente.

As variantes C526T e T388C do APOE tém sido relacionadas a niveis anormais de lipidos no
sangue, caraterizagao denominada de dislipidemia e a risco cardiovascular (89). Esta condicao
pode levar a uma acumulacao de placas nas artérias que podem contribuir para o risco de AVC.
0 AVC é uma condicao multifatorial, influenciada pela combinacao de fatores genéticos e
ambientais. Como ja referimos anteriormente, hd mutacdes em genes que afetam a
coagulacao sanguinea e aumentam o risco de formacao de codgulos e, consequentemente de
AVC como as variantes detetadas para F5, MTR e MTRR. J3 a variante detetada para o F13A17
em heterozigotia apresenta um efeito protetor para trombofilia, assim como a variante
c.677C>T isolada e em heterozigotia no MTHFR nao apresenta um risco acrescido, uma vez
que embora essa mutacao prejudique a regulacao da homocisteina, acredita-se que niveis
adequados de folato anulem esse efeito (90).

A hipertensao esta associada a acidentes vasculares cerebrais e doencas cardiovasculares,
sendo problemas bastantes comuns associados a elevadas taxas de morbilidade e
mortalidade (91). Muitos estudos tém sugerido que a hipertensao resulta de um conjunto de

interacGes onde o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) pode desempenhar um
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papel crucial na regulacdo da pressao arterial e na patogénese da hipertensdo (92).
Polimorfismos genéticos nos genes SRA, como o AGT e AGTRI, tém sido estudados como
fatores genéticos envolvidos na hipertensao (93). Assim, compreende-se que existe uma
interconexao entre todas estas condicoes e que, certas variantes genéticas podem aumentar
o risco de desenvolver tanto hipertensao quanto disttrbios lipidicos, o que, por sua vez, pode
aumentar o risco de doencas cardiovasculares e subsequentemente, TVP e AVC. Estas
variantes foram todas detetadas na paciente A6, o que suporta o fendtipo apresentado.

O fendtipo de resisténcia a PCa esta associada a uma unica mutacao pontual no gene do fator
V (G1601A), onde ocorre a sintese de uma molécula do FV que nao foi devidamente inativada
pela PCa(94). A presenca do FVL e subsequentemente, de resisténcia a PCa aumenta muito o
risco de eventos trombdticos venosos. Tal impacto foi demonstrado num estudo que revelou
risco de quase 7 vezes maior de trombose venosa (95). No F5 foi ainda detetada em
heterozigotia a variante c.3980A>G, que esta também relacionada com a resisténcia a PCa,
tendo sido esta variante detetada num individuo com trombofilias devido a resisténcia a PCa
onde identificaram a mesma mutacao em heterozigotia (96). Contudo, tendo em conta o
elevado risco associado a este fendtipo é importante realcar o efeito aditivo que outras
variantes apresentam no risco de ocorréncia de um evento trombdtico, como é o caso das
variantes detetadas para o gene MTRR, MTR e AGT. Tendo em conta as variantes detetadas
no individuo A7, estas corroboram a informacao clinica apresentada.

No individuo A8 foi detetada em homozigotia a variante G1601A no F5 associada a um risco
aumentado de ocorréncia de trombose venosae ac.103G>T no F13A7 que apresenta um efeito
protetor para trombofilias. 0 mesmo se verifica para a variante c.1298A>C em heterozigotia no
MTHFR que isolada e em heterozigotia nao apresenta um risco de hiperhomocisteinemia e
consequentemente de aumento do risco de trombose (97). Contudo foram detetadas outras
variantes que tém influéncia no risco tromhdtico como a variante detetada no MTRR, que
contribui para um aumento do risco de ocorrer um evento trombético, assim como a mutacao
no APOE, associada a um disturbio que resulta em niveis moderadamente elevados de
colesterol LDL no sangue, associado a um maior risco de doencas cardiovasculares, incluindo
a formacao de placas nas artérias e o desenvolvimento de trombose. De notar também a
detecao de variantes nos genes AGT e AGTR1 associada a uma maior predisposicao para a
hipertensao, associada a um risco aumentado de trombofilia. Estas variantes afetam a funcao

do recetor tipo 1 da angiotensina ll, interferindo na regulacao do SRAA, o que pode levar a
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alteracdes na coagulacao sanguinea e aumentar a tendéncia para a formacao de codgulos
anormais (93). De acordo com as variantes detetadas, percebe-se aimportancia da realizagao
do rastreio de trombofilias neste paciente que apresenta varias variantes que podem culminar
num evento trombdtico que possa comprometer a vida.

No individuo A9, foram detetadas variantes que podem contribuir de forma significativa paraa
ocorréncia de eventos trombdticos. Como ja referido anteriormente, o conjunto de alelos
C677T e A1298C detetados em heterozigotia no MTHFR estao associados a uma diminui¢ao
da atividade da MTHFR que culmina numa acumulacao de homocisteina no sangue
(hiperhomocisteinemia), o que resulta em um aumento do risco de trombose venosa. A
mutacao c.66A>G no gene MTRR esta associada a uma alteragao na funcao da enzima MTRR
que afeta indiretamente o metabolismo do folato e o nivel de homocisteina no sangue, o que
aumenta o risco de ocorréncia de doencas cardiovasculares e subsequentemente de TV (83).
A mutacao C1601A no F5 quando detetada em homozigotia esta associada aumriscode 50 a
100 vezes maior de desenvolver algum evento trombdtico. Com a detecao das variantes acima
descritas, torna-se novamente evidente a importancia da realizacao do rastreio de
trombofilias.

Para o individuo A10 foram detetadas em heterozigotia as variantes nos genes AGT e AGTR1
associadas a hipertensao, estas alteracées podem levar a alteragdes na coagulacao sanguinea
e a um aumento na tendéncia de formar codgulos e, consequentemente, aumentar o risco de
trombose venosa. A variante C677T detetada em homozigotia estd associada a uma
diminuicao da atividade da MTHFR o que leva ao disturbio da hiperhomocisteinemia e,
consequentemente a um aumento do risco de 15x de ocorréncia de TV. Um estudo
demonstrou que a variante ¢.388T>C detetada para o APOE parece conferir um maior risco de
doenca cardiaca isquémica prematura nomeadamente nos homens (o paciente é do sexo M),
sendo que os individuos homozigéticos tém um risco de ocorréncia numa idade ainda mais
jovem (98). Mais uma vez, aimportancia do rastreio é realcada.

Posto isto, a utilizacao de um painel direcionado sequenciado por NGS para o rastreio de
trombofilias representa uma ferramenta valiosa para a melhoria da satide publica e aqualidade
de vida de pacientes suscetiveis a eventos trombdticos. A abordagem por NGS escolhida,
possibilita a identificacao de variantes genéticas especificas associadas a um aumento no
risco de trombose, viabilizando identificar precocemente individuos em risco, bem como

intervencoes preventivas antes da ocorréncia de um evento trombdtico. Assim, tal rastreio nao
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auxilia apenas individuos com suscetibilidade genética, como também oferece beneficios a
pacientes que ja sofreram algum episddio trombdtico, nomeadamente quando o episddio
surge num contexto em que ndo ha fatores de risco evidentes. O conhecimento das variantes
permite personalizar tratamentos, incluindo a selecao de anticoagulantes adequados, ajustes
de dosagem e duracao, diminuindo os eventos trombdticos e as suas graves consequéncias
comoAVCe TEP.

A abordagem por NGS também enriquece a compreensao das bases genéticas das
trombofilias e a sua interacao com fatores de risco como o estilo de vida e a toma de
medicacao, possibilitando avancos na pesquisa e desenvolvimento de terapias inovadoras. O
rastreio em larga escala gera dados cruciais para o conhecimento cientifico, impulsionando
descobertas relativas aos mecanismos subjacentes as tromboses e conduzindo ao

desenvolvimento de tratamentos mais eficazes.
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6. Conclusao

Em conclusao, os resultados revelam que sequenciacao do painel de NGS desenvolvido para
as trombofilias cumpre os critérios de qualidade definidos, permitindo que este método seja
implementado de forma eficiente na rotina de amplificacao, sequenciacao e analise deste
painel no laboratdrio.

Este teste sera (itil para a prevencao e/ou diminuicao da ocorréncia de eventos tromhdticos
que possam levar ao comprometimento da vida.

Como perspetiva futura, sera importante manter o painel atualizado em relagao as regioes de
interesse sequenciadas, sendo ajustado a medida que va surgindo evidéncia cientifica sobre o
tema.

No futuro, seria interessante validar um kit de colheita dedicado ao uso de zaragatoas bocais
para o rastreio de trombofilias. Esta abordagem simplificaria a expansao do rastreio e tornaria
a colheitamais acessivel. Assim, seria mais facil compreender apropensao dos individuos para
o acontecimento de algum evento trombético, facilitando o desenvolvimento de estratégias de

prevencao eficazes.
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