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Resumo

Introducéo:

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) associados a trombofilia hereditéria
desempenham papel fundamental na estratificacdo de risco e na personalizacdo das
estratégias antitromboticas. Embora o sequenciamento Sanger seja considerado o
padrdo ouro, trata-se de um método caro, demorado e nem sempre acessivel em
contextos com recursos limitados. A técnica de PCR TETRA-ARMS surge como uma
alternativa de genotipagem de baixo custo que pode superar essas limitacdes.
Métodos:

Estudo experimental transversal realizado com o objetivo de padronizar e validar a
técnica de PCR TETRA-ARMS para genotipagem de quatro genes F5 (R506Q), F2
(G20210A) e MTHFR (C677T e A1298C). Foram desenhados primers especificos e
realizada otimizacdo das condi¢Oes de PCR. As condicdes de eletroforese foram
ajustadas para melhorar a resolucdo das bandas. Os resultados obtidos foram
comparados a genotipagem realizada por sequenciamento Sanger.

Resultados:

Foram analisadas 54 amostras de sangue periférico. A PCR TETRA-ARMS apresentou
100% de concordancia com o sequenciamento Sanger. A técnica demonstrou
discriminacdo clara entre genotipos selvagens, heterozigotos e homozigotos mutados.
Genotipos heterozigotos foram mais frequentes nos polimorfismos do gene MTHFR,
enquanto os genes F5 e F2 apresentaram predominancia de alelos selvagens. A
metodologia mostrou alta especificidade e sensibilidade, com padrbes de bandas
reprodutiveis e reducdo de custos e complexidade técnica.

Conclusdo:

A PCR TETRA-ARMS € uma estratégia de genotipagem confiavel, precisa e
economicamente viavel para detec¢do de SNPs relacionados a trombofilia. Representa
uma alternativa factivel para aplicacdo clinica e epidemioldgica, especialmente em
laboratorios com infraestrutura limitada.
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INTRODUCAO

Os marcadores moleculares, baseados em polimorfismos do tipo SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism ou Polimorfismo de Base Unica), envolvem a troca de um
nucleotideo por outro na sequéncia de DNA e, atualmente, sdo muito usados na area de
diagndsticos genéticos, pois sdo abundantes na espécie humana, podem estar localizados
em regides codificantes e afetar diretamente a funcéo proteica, além disso, sao bialélicos
e herdaveis com maior estabilidade e sdo possiveis de aplicar tecnologias mais faceis para
sua identificacdo. Diversas metodologias modernas auxiliam na genotipagem de alto
rendimento de SNPs. Hoje, o sequenciamento Sanger e o sequenciamento NGS (Next
Generation Sequencing) sdo as tecnologias mais utilizada na identificacdo de SNPs em
anlises genéticas diagnosticas!2.

O sequenciamento direto do gene, também conhecido como método de Sanger ou
método de terminagdo de cadeia®, ainda vem sendo utilizada como padrdo ouro na
identificacdo de mutagBes pontuais na sequéncia do DNA®,

Devido aos altos custos, técnicas alternativas vém sendo estudadas visando a
diminuicdo desses valores. No presente trabalho, a abordagem por TETRA-ARMS é
apresentada como alternativa ao sequenciamento Sanger para identificar mutacoes
(SNPs), que sdo associadas com predisposi¢do a trombofilia hereditaria.

A metodologia da PCR TETRA-ARMS é caracterizada pela amplificacdo
simultanea de duas regides de um alelo especifico, o qual exibe uma variancia de
interesse. Uma regido maior, referente ao controle externo, e outra regido menor, referente
ao controle interno. A amplificacdo conta com o uso de dois primers distintos, 0s quais
poderdo anelar especificamente aos sitios dos alelos SNPs “selvagens” ou mutados,
dependo das caracteristicas de homozigose ou heterozigose das amostras em analise®.
Assim, os individuos homozigotos para tais alelos exibirdo um Unico produto de
amplificacdo, enquanto os individuos heterozigotos exibirdo dois desses produtos,
conforme esquematizado na Figura 1.
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Figura 1: Esquema de amplificagdo via TETRA-ARMS PCR, usando os conjuntos de
primers EF e ER, para amplificag&o do controle externo; IF e ER, para amplificagéo do
alelo de risco “X” (controle interno mutado); EF e IR, para amplificacdo do alelo
selvagem “N” (controle interno selvagem).



Segundo o Ministério da Satde®, através do exame genético, é possivel saber se a
pessoa tem uma predisposicao genética (hereditaria) a trombose e é possivel que o médico
tome medidas preventivas. A trombofilia hereditaria € caracterizada por alteracdes de
nivel genético onde ocorrem o aumento de chance da doencas. Essas alteracbes podem
gerar um descontrole na cascata de coagulacdo, onde os pacientes poderdo exibir
predisposi¢do para o tromboembolismo venoso, atingindo em sua maioria individuos
relativamente jovens em até 1/3 dos casos’. A trombofilia nos Gltimos anos passou a ser
notada por ser uma das causadoras de mortalidade gestacional com mais recorréncia®.

De acordo com Ferreira e cols®, trombofiliaé caracterizada por um distdrbio
hemostatico que aumenta a incidéncia de eventos tromboembolicos causada por
diversas mutacOes, entre elas as mais comuns sdo a mutacao do fator V de Leiden - F5
(R506Q) que é o fator de risco genético mais importante para trombose; a mutacdo do
gene da protrombina - F2 (G20210A), que € sintetizado no figado na presenca de vitamina
K, sendo este o precursor da trombina, que no final da cascata de coagulagéo induz a
formacdo de fibrina e as mutagdes no gene MTHFR (677C> T e 1298A> C); o0 gene
MTHFR leva & producdo da enzima de mesmo nome, que atua na conversdo da
homocisteina em metionina, um aminoacido precursor de varios importantes processos
no corpo.OUma deficiéncia na enzima MTHFR favorece a ocorréncia de trombose arterial
e venosa'®,

MATERIAL E METODOS

OBTENCAO, EXTRACAO DE DNA E PADRONIZACAO DE AMOSTRAS
CONTROLES PARA RESPECTIVAS MUTACOES

As amostras de sangue utilizadas foram obtidas a partir de 54 amostras de
voluntarios da Faculdade de Medicina da Universidade Estadual Paulista - Campus de
Botucatu (UNESP-Botucatu) e da Empresa Genotyping — Biotecnologia, sendo 34 do
Hospital das Clinicas da UNESP e 18 da empresa, deste total, 44 dos pacientes eram do
sexo feminino e 10 do sexo masculino com idades entre 19 e 76 anos. As amostras foram
padronizadas em concentraces de 40 ng/uL e, em seguida, foram amplificadas pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para que, posteriormente, fossem submetidas ao
Sequenciamento Sanger.

Para cada uma das sequéncias analisadas, os controles foram identificados como
A para pacientes homozigotos e B para pacientes heterozigotos em relacdo ao alelo
selvagem dos trés genes alvo — metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR — ¢c.665C>T e
€.1286A>C), Fator V de Leiden (F5 - R506Q) e a Protrombina (F2 - G20210A) (Tab. 1).

Tabela 1: Identificacdo das sequéncias dos genes alvo e suas respectivas mutagoes.

Identificacdo do gene  Gene Mutacao

1 MTHFR Exon 5 Mutagéo C.665C>T

2 MTHFR Exon 8 Mutacgéo C.1286A>C

3 F5 Exon 10 Mutagéo C.1601G>A

4 F2 Exon 14 Mutagéo F2 - G20210A




As amostras de DNA foram extraidas com o kit ReliaPrep™ gDNA Tissue
Miniprep System (Promega), conforme instrucdes do fabricante. Uma aliquota de 200 pL
de cada amostra de sangue foi misturada a 20 pL de proteinase K e 200 pL de tampé&o de
lise, agitada em vortex por pelo menos 10 s e incubada a 56°C por 10 min. Apds, foram
adicionados 250 pL de tampdo de ligagdo a cada mistura; seguida de agitacdo em vortex
e transferéncia as colunas de ligacdo, acopladas em tubos de microcentrifuga. Os tubos e
colunas foram centrifugados em velocidade méxima, por 1 minuto e as colunas foram
posicionadas em novos tubos estéreis e a essas foram adicionados 500 pL de solucédo de
lavagem, para posterior centrifugacdo em velocidade méxima, por 3 min. Esse Gltimo
passo foi repetido mais duas vezes e, em seguida, foram adicionados aproximadamente
100 uL de &gua livre de nucleases as colunas, as quais foram centrifugadas por 1 minuto
e, entdo descartadas.

As amostras de DNA foram avaliadas em espectrofotdmetro (NanoDrop™ Lite
Spectrophotometer — Thermo Fisher Scientific), através da comparacdo de absorbancias
a 260-280 nm e determinag&o da concentragdo das mesmas em ng/pL.

PCR, ELETROFORESE E SEQUENCIAMENTO SANGER

As regides dos genes codificantes para MTHFR, F5 e F2, que contém as mutagdes
de interesse, foram amplificadas para o sequenciamento Sanger. As reacdes de PCR
foram constituidas de 1 pL de DNA obtido (~30ng/ uL), 5 uL. de GoTaq Green Master
Mix 2X (Promega, USA), 0,5 uM de primer foward e 0,5 uM de primer reverse e agua
ultrapura estéril, em quantidade suficiente para completar o volume total de 10 pL. As
reacOes foram conduzidas em termociclador Biometra TGradient Thermal Cycler (USA),
sob as seguintes condicGes: 5 min a 94°C; 34 ciclos de 45 s a 94°C, 30 s a 60° C e 1min
a 72°C e uma etapa final de 5 min a 72°C.

Os produtos gerados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, segundo
Sambrook e Russel (11) (2001). As amostras foram aplicadas em gel de agarose 1%
(GIBCO BRL®), eluido em solucdo tampdo TAE 1x (Tris-acetato 40 mM e EDTA 1
mM), contendo Gel Red, em concentracdo de 0,1 pL/mL (Biotium). A corrida
eletroforética foi realizada a 80 V por 1 hora e as bandas foram visualizadas em um
transluminador UV, cujos tamanhos dessas foram estimados por comparacdo a um
marcador de peso molecular, 100 bp DNA Ladder (Ludwig Biotec, Brasil).

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o kit enzimético Exo SAP-IT®
(GE Healthcare), de acordo com as instrucdes do fabricante. Para o sequenciamento foi
usado 100 ng de DNA purificado, 1 uL de primer forward (0,32 pmol), 1 uL de 2,5X Big
Dye buffer (Applied Biosystems/ Thermo Fisher Scientific), 2 uL do Ready Reaction
Premix (Applied Biosystems/ Thermo Fisher Scientific). O programa usado caracterizou-
se por 25 ciclos de 10 s a 96°C, 5 s a 50°C e 4 min a 60°C. Apds a secagem dos DNAs,
esses foram acrescidos de 3 uL da solucdo Blue Dextran Loading Solution (Promega). As
solucbes foram desnaturadas a 95°C durante 5 min e foram armazenadas 20°C, até o
momento do sequenciamento, realizado em sequenciador 3730XL, segundo protocolo do
fabricante (Thermo Fisher Scientific).



Figura 2: Fotodocumentacdo em smartphone de eletroforese em gel de agarose 2%,
exemplificando o teste de amplificacdo de alguns conjuntos de primers (MTHFR, F2 e
F5), desenhados durante o periodo referentes a este relatério.

PADRONIZACAO DA REACAO TETRA-ARMS PCR

De um total de 25 primers, 16 foram utilizados para as amplificacdes de SNPs
especificos, presentes nos genes MTHFR, F5 e F2. Esses primers foram desenhados com
auxilio do programa “Primer 1” http://primerl.soton.ac.uk /primerl.html (Collins e Ke

(14), 2012).

As constituicOes das reacfes de TETRA-ARMS PCR realizadas para cada gene
de interesse (MTHFR, F5 e F2) estdo especificadas nas tabelas 2, 3, 4 e 5.

Tabela 2: Condigdes de PCR para reacdes de amplificagdo dos alelos relativos ao gene
MTHFR exon 5

GoTaq® Green Master Mix 2x  10pL
Agua livre de nucleases 7,8uL
Primers forward externo (5uM) 0,6 puL
Primers reverse externo (5uM) 0,7 pL
Primers forward interno (5uM) 0,8 uL
Primers reverse interno (5uM) 1uL
Amostra de DNA (~40 ng/ pL) 1 pL

As condicOes de termociclagem da TETRA-ARMS PCR para o gene MTHFR
(c.665C>T) caracterizaram-se por: desnaturacéo inicial de 95° C durante 3 min, seguidos
por 35 ciclos de 95° C por 30 s, 57° C por 30 s e 72° C por 35 s e uma extenséo final de
72° C durante 3 min.



Tabela 3: Condigdes de PCR para reagdes de amplificacdo dos alelos relativos ao gene

MTHFR exon 8

GoTaq® Green Master Mix 2x  10pL
Agua livre de nucleases 7,8uL
Primers forward externo (5puM) 0,7 pL
Primers reverse externo (5pM) 0,4 pL
Primers forward interno (5uM) 0,5 pL
Primers reverse interno (5uM) 0,8 puL
DMSO 0,5
Amostra de DNA (~40 ng/ pL) 1puL

As condicOes de termociclagem da TETRA-ARMS PCR para o gene MTHFR

(c.1286A>C) caracterizaram-se por: desnaturacdo inicial de 95° C durante 3 min,
seguidos por 35 ciclos de 95° C por 30 s, 54° C por 30 s e 72° C por 35 s e uma extensdo
final de 72° C durante 3 min.

Tabela 4: Condicgdes de PCR para reacdes de amplificacdo dos alelos relativos ao gene

F5 exon 10

GoTaq® Green Master Mix 2x 10 pL
Agua livre de nucleases 6,2 puL
Primers forward externo (5uM) 0,4 uL
Primers reverse externo (5uM) 0,4 pL
Primers forward interno (5uM) 1L
Primers reverse interno (5uM) 1puL
Amostra de DNA (~40 ng/ L) 1L

As condigdes de termociclagem da TETRA-ARMS PCR para 0 gene F5

caracterizaram-se por: desnaturacao inicial de 95° C durante 3 min, seguidos por 36 ciclos
de 95° C por 30 s, 60-58° C por 20 s e 72° C por 45 s e uma extensao final de 72° C durante
3 min.

Tabela 5: Condic¢des de PCR para reacdes de amplificacdo dos alelos relativos ao gene

F2 exon 14.

GoTaq® Green Master Mix 2x 10 puL
Agua livre de nucleases 6,2 pL
Primers forward externo (5uM) 0,6 pL
Primers reverse externo (5uM) 0,6 pL
Primers forward interno (5uM) 1L
Primers reverse interno (5uM) 1uL
Amostra de DNA (~40 ng/ yL) 1L




ANALISE ESTATISTICA

Para fins de calculo amostral foi considerado a prevaléncia de 13%, utilizando 5%
de erro e 95% de confianca, assim obtivemos o0 nimero amostras de aproximadamente 51
pacientes. Apos os resultados foi constatado 100% de correlacédo entre os dois testes.

RESULTADOS

Todas as reacgdes referentes a metodologia TETRA-ARMS PCR, desenvolvidas
para 0s genes associados a trombofilia, obtiveram sucesso, sendo assim foi possivel
validar o ensaio. Os resultados encontrados no sequenciamento Sanger, que apresenta
padrdo ouro na detec¢do de mutacGes especifica foram idénticos aos encontrados no teste
de PCR - TETRA-ARMS (Fig. 3 e 4).
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Figura 3: Resultado do Sequenciamento Sanger em relacdo ao numero de individuos e
seus respectivos resultados em cada uma das variantes em estudo.
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Figura 4: Resultado do Teste PCR TETRA ARMS em relagdo ao niUmero de amostras e
seus respectivos resultados em cada uma das variantes em estudo

As Figuras 6 e 7 evidenciaram os resultados obtidos para as reacdes de TETRA-
ARMS relativas aos genes F5 e F2 (Fig. 5) e MTHFR (Fig. 6). Tais resultados foram
analisados apds corridas eletroforéticas dos produtos das amplificagGes dos alelos alvo,
para os individuos homozigotos e heterozigotos. As concentracdes dos géis de
eletroforese foram de 2% para as amplificacGes relativas aos genes MTHFR e F5. Para o
gene F2, a concentracdo desse gel foi igual a 3%, pois os alelos selvagem e mutado desse
gene apresentavam pouca diferenca entre os fragmentos gerados e necessitaram de
condicdes que permitissem a melhor separacdo deles. Assim, 0 aumento na concentracdo
do gel permitiu melhor visualizagdo das bandas e facilitou a identificacdo da presenga do
alelo mutado, evitando erros de diagnostico, como os falsos negativos.
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Figura5: TETRA-ARMS PCR evidenciando bandas para os alelos dos genes F5 (R605Q
G>A) — as duas fileiras acima - e F2 (G20210A G>A) — as duas fileiras abaixo.
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Figura 6: TETRA-ARMS PCR evidenciando bandas para os alelos dos genes MTHFR
(c.665 C>T) —as duas fileiras acima - e MTHFR (c.1286 A>C) — as duas fileiras abaixo.

Esses achados confirmam que a metodologia padronizada é altamente sensivel,
especifica e adaptavel as condicdes de rotina laboratorial. A validacdo cruzada com
sequenciamento Sanger nao apenas respalda a precisao dos dados, mas também posiciona
a PCR TETRA-ARMS como alternativa viavel e custo-efetiva para aplicacfes clinicas e
epidemioldgicas na triagem genética da trombofilia hereditaria.

A andlise qualitativa das bandas nos géis reforca a capacidade discriminatoria da
técnica. A Figura 5 mostra as bandas obtidas para os genes F5 e F2, em que as
combinac@es de primers permitiram a identificacdo precisa dos genétipos. A necessidade
de maior resolugédo para o gene F2 foi solucionada pelo uso de gel a 3%, permitindo a
separacdo adequada entre fragmentos muito proximos, o que é fundamental para evitar
falsos negativos. Ja a Figura 6 apresenta os resultados das amplificacdes para MTHFR,
com bandas nitidas e reprodutiveis tanto para alelos selvagens quanto mutados.

Os resultados da genotipagem, comparados ao sequenciamento Sanger,
mostraram 100% de concordancia, validando a PCR TETRA-ARMS como método



confiavel para a identificagdo dos SNPs estudados. A Figura 3 resume os achados do
sequenciamento, evidenciando a distribuicdo dos genoétipos para cada gene. A maioria
dos individuos apresentou gendtipos heterozigotos para MTHFR C677T e A1298C,
enquanto as mutagdes em F5 e F2 foram menos frequentes, com predominio de genotipos
selvagens. Esse padrdo foi reproduzido de forma idéntica pela PCR TETRA-ARMS
(Figura 4), confirmando a robustez do método.

A amplificacdo dos fragmentos por PCR TETRA-ARMS foi eficiente em todas as
reacOes, com diferenciacdo clara entre alelos selvagens, mutados e heterozigotos. Os
produtos gerados foram submetidos a eletroforese em géis de agarose de diferentes
concentracgdes, ajustadas conforme a necessidade de resolucdo. A Figura 2 apresenta a
fotodocumentacéo dos testes iniciais de padronizacdo, confirmando a especificidade dos
primers e a qualidade das bandas geradas.

A aplicagdo da técnica PCR TETRA-ARMS permitiu a genotipagem eficiente de
54 amostras de DNA humano, analisando mutacfes especificas nos genes MTHFR
(C677T e A1298C), F5 (R506Q) e F2 (G20210A), conforme detalhado na Tabela 1. A
padronizacdo dos primers foi realizada com sucesso, utilizando ferramentas
bioinformaticas (Primerl) para o desenho de 25 oligonucleotideos, dos quais 16 foram
selecionados para os ensaios finais, com composi¢do e condi¢des de amplificacdo
especificas descritas nas Tabelas 2 a 5.

DISCUSSAO

O método de sequenciamento Sanger foi a primeira metodologia desenvolvida
para obtencdo de sequéncias nucleotidicas e analises gendmicas. Esta técnica sofreu
melhorias ao longo do tempo, tornando-a mais automatizada, com o uso de equipamentos
e nucleotideos modificados (dideoxi-nucleotideos), que quando introduzidos no DNA
sintetizado interrompem a sintese e emitem fluorescéncias especificas para cada base (A,
T, C ou G). Esta metodologia apresenta algumas limitagcdes importantes, pois apresenta
um alto custo, é trabalhosa, necessita de mdo de obra treinada e cada reacdo detecta
somente um polimorfismo de interesse em cada amostra2.

Apesar da maior facilidade no acesso global aos testes genéticos preditivos, o
custo destes testes ainda representa um aspecto que inibe a adesdo de um maior nimero
de individuos®®. Especialmente na América do Sul, esses custos acabam se elevando, pois
existe a dependéncia de importacdo de muitos insumos e equipamentos para a realizacédo
de tais testes, principalmente os que envolvem metodologias de sequenciamento, como o
Sanger, que, demanda maiores custos. Nesta perspectiva, a aplicacdo de técnicas
alternativas ao sequenciamento favorece a redugédo dos custos e tornam os testes genéticos
mais acessiveis a populacdo em geral. A técnica de PCR-TETRA ARMS validada nesse
estudo pode se tornar uma ferramenta importante no diagnostico precoce da trombofilia
hereditéria.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram elevada concordancia entre a
técnica de PCR TETRA-ARMS e o0 sequenciamento Sanger na identificacdo de
polimorfismos genéticos associados a trombofilia hereditaria. A correlagdo de 100% entre
os dois métodos confirma a robustez da PCR TETRA-ARMS, corroborando estudos
prévios que apontam sua confiabilidade e acuracia na deteccdo de SNPs especificos



(5,14). A capacidade de distinguir com clareza individuos homozigotos e heterozigotos
para as variantes dos genes F5, F2 e MTHFR reforca a utilidade da metodologia como
ferramenta de triagem molecular.

A técnica mostrou vantagens operacionais importantes, como menor tempo de
execucdo e custo reduzido em comparacdo ao sequenciamento tradicional, aspectos
também destacados por Medrano e Cols® e Collins e Cols!®* em seus estudos de
padronizacdo da TETRA-ARMS. Em contextos com limitacdo de recursos ou em
laboratdrios de menor complexidade, esses fatores representam um diferencial estratégico
para a ampliacdo do acesso ao diagnostico genético.

A validacdo do método para mutacdes classicas como F5 R506Q (fator V de
Leiden) e F2 G20210A é particularmente relevante, dado seu impacto reconhecido no
risco trombdtico (9,10). Além disso, a inclusdo das variantes MTHFR C677T e A1298C,
associadas a altera¢cdes no metabolismo da homocisteina, refor¢a a aplicabilidade clinica
da técnica, ja que essas mutacBes tém sido implicadas em diversos eventos
cardiovasculares e obstétricos®. Os resultados obtidos neste estudo estdo em linha com
analises anteriores que apontam para a frequéncia significativa dessas mutacdes na
populacéo brasileira®®.

Entre as limitacdes do presente estudo, destacam-se o numero restrito de variantes
avaliadas e a amostragem limitada geograficamente, o que pode impactar a extrapolagédo
dos achados para outras populacfes. No entanto, os resultados apresentados oferecem
base solida para estudos multicéntricos e com painéis genéticos expandidos, que poderdo
consolidar a PCR TETRA-ARMS como uma alternativa de primeira linha em contextos
de medicina personalizada e preventiva. A inclusdo de um maior nimero de amostras e a
ampliacdo para outras mutacdes genéticas associadas a trombofilia ou a outras condigdes
clinicas poderiam fortalecer a validacéo externa da técnica.

Em comparacdo ao sequenciamento Sanger, a PCR TETRA-ARMS mostrou
vantagens operacionais relevantes: menor custo, menor tempo de execucdo e auséncia de
necessidade de equipamentos sofisticados. Tais caracteristicas ampliam 0 acesso ao
diagnostico genético em locais com infraestrutura limitada, além de viabilizarem
programas de triagem em larga escala. Estudos como os de Medrano e Oliveira (5) e
Collins e Ke (14) ja haviam apontado essa perspectiva, agora refor¢ada pelos dados
concretos obtidos nesta investigacao.

Os dados obtidos para as variantes dos genes MTHFR (C677T e A1298C), F5
(R506Q) e F2 (G20210A) corroboram a literatura quanto a sua prevaléncia e associa¢éo
com risco trombdtico®1°. A alta frequéncia de heterozigotos observada para MTHFR esta
alinhada a estudos populacionais prévios que indicam ampla distribuicdo dessas variantes
na populacdo brasileira®®. Ja as mutages em F5 e F2, menos prevalentes no estudo,
mantém sua relevancia clinica por estarem fortemente implicadas em eventos
tromboembdlicos, especialmente em pacientes com historico familiar ou comorbidades
associadas.

A capacidade da técnica em diferenciar com clareza os genotipos homozigotos
selvagens, heterozigotos e homozigotos mutados, observada tanto nas analises
eletroforeéticas quanto nos dados de frequéncia das variantes, confere a metodologia um
potencial aplicavel a pratica diagndstica. A padronizacéo eficiente dos primers e das
condigcdes de reacdo garantiu especificidade e reprodutibilidade, mesmo diante de



desafios como a proximidade entre os fragmentos amplificados no gene F2, cuja
resolucdo foi otimizada com o uso de geis de alta concentragao.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram a viabilidade técnica e analitica
da PCR TETRA-ARMS como ferramenta eficaz para genotipagem de polimorfismos
associados a trombofilia hereditaria. A elevada concordancia com o sequenciamento
Sanger, considerado padréo ouro para identificacdo de SNPs, reforca a confiabilidade da
técnica, como ja apontado em estudos anteriores que validaram a PCR TETRA-ARMS
em diferentes contextos clinicos e experimentais®*.

CONCLUSAO

A técnica de PCR TETRA-ARMS demonstrou elevada confiabilidade na
identificacdo de variantes genéticas associadas a trombofilia hereditaria, apresentando
total concordancia com os resultados obtidos pelo sequenciamento Sanger. Além da
acuracia, destacou-se por sua simplicidade operacional, baixo custo e rapidez na
execucao, caracteristicas que a tornam especialmente promissora para aplicacdo em
ambientes clinicos com recursos limitados.

O uso da PCR TETRA-ARMS como uma alternativa eficaz para testes genéticos
preditivos, contribuindo para o diagnostico precoce, a estratificacdo de risco e a
individualizacdo de condutas terapéuticas. Perspectivas futuras incluem sua aplicagcdo em
paingéis genéticos ampliados e em programas de triagem populacional voltados a medicina
personalizada.
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