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RESUMO 

 

​ A COVID-19 é causada pelo vírus de RNA SARS-CoV-2, notificado primeiramente em 

uma região da China no segundo semestre de 2019. Esse vírus tem como um de seus 

receptores celulares a Enzima Conversora de Angiotensina II (ECA II), que é expressa em 

órgãos como coração e endotélio vascular. Uma parcela da população não se recupera 

totalmente da doença, manifesta sintomas por meses depois do aparecimento dos primeiros 

indicativos da infecção, expressando assim a COVID longa. Devido a COVID-19 causar uma 

cascata de inflamação e reações, e seu receptor celular estar presente no endotélio vascular, os 

pacientes têm potencial de apresentar distúrbios de coagulação que predispõem a trombose 

venosa profunda (TVP). Polimorfismos do gene da Protrombina (G20210A), do Fator V de 

Leiden (G1691A) e da Cistationina beta-sintase (844ins68) são fatores complementares ao 

risco do desenvolvimento de TVP. Este último polimorfismo está associado à síntese de 

Sulfeto de Hidrogênio (H2S), fator importante no desenvolvimento da doença causada pelo 

SARS-CoV-2, pois o H2S apresenta efeito inibitório contra vírus de RNA. O objetivo do estudo 

foi investigar a relação entre polimorfismos que predispõem à trombose e o aumento de 

gravidade em COVID-19 realizando um estudo caso/controle pareado por idade e sexo. O 

grupo caso foi composto por 70 pacientes que estiveram em contato com o vírus 

SARS-CoV-2 e o grupo controle por 70 indivíduos que não tiveram contato com o vírus, pois 

os dados foram coletados antes da pandemia. O DNA genômico foi extraído de leucócitos de 

sangue periférico por precipitação salina. Os polimorfismos genéticos foram avaliados por 

PCR. Os participantes responderam a um questionário após a coleta das amostras, cujos dados 

foram usados para testar correlações entre as variáveis. Nas análises estatísticas foram 

realizados teste de normalidade, homocedasticidade, Kruskal Wallis, Qui-quadrado e 

correlação de Spearman, além da aderência ao Equilíbrio de Hardy-Weinberg e diferenças 

alélicas e genotípicas pelo teste exato de Fisher no software Genepop. Os resultados obtidos 

foram a frequência dos polimorfismo de cada gene, no qual o genótipo mais frequente, para os 

três genes, foi o homozigoto selvagem (N/N), seguido pelo heterozigoto (N/M). Com relação 

aos alelos do gene CBS, no grupo caso foi observado maior frequência do alelo mutado (M) 

sendo 19 alelos M e 140 alelos N do que no grupo controle. No teste de correlação de 

Spearman houve diferença significativa entre os polimorfismo do Fator V de Leiden e a 

gravidade da COVID-19 (rS = -0,210; p = 0,027) (p<0,05). Concluímos que há correlação 

entre o polimorfismo do gene Fator V de Leiden e a gravidade da COVID-19, existe 



 

correlação entre as variáveis sexo biológico, gravidade, etnia e uso de medicação (p<0,05). 

Há associação entre o polimorfismo da CBS e a COVID-19 (p<0,05), visto que o Teste Exato 

de Fisher apresentou p<0,05 e a frequência do alelo mutado foi maior no grupo caso do que 

no controle.  
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ABSTRACT 

 

COVID-19 is caused by the SARS-CoV-2 RNA virus, first reported in a region of 

China in the second half of 2019. One of the cellular receptors of this virus is Angiotensin 

Converting Enzyme II (ACE II), which is expressed in organs such as the heart and 

endothelium of blood vessels. A part of the population does not fully recover from the 

disease, manifesting symptoms for months after the first signs of infection appear, thus 

expressing long COVID. The COVID-19 causes a cascade of inflammation and reactions, and 

its cellular receptor is present in the endothelium of blood vessels, patients have the potential 

to develop coagulation disorders that predispose to deep vein thrombosis (DVT). 

Polymorphisms in the Prothrombin (G20210A), Factor V Leiden (G1691A) and 

Cystathionine beta-synthase (844ins68) genes are additional risk factors for developing DVT. 

This last polymorphism is associated with the synthesis of hydrogen sulfide (H2S), an 

important factor in the development of the disease caused by SARS-CoV-2, since H2S has an 

inhibitory effect against RNA virus. The objective of the study was to investigate the 

relationship between polymorphisms that predispose to thrombosis and increased severity in 

COVID-19. This study was a case/control study matched by age and sex. The case group was 

composed of individuals who had been in contact with the SARS-CoV-2 virus, while the 

control group consisted of patients who had no contact with the virus, since the data were 

collected before the pandemic. For this purpose, data from 70 adults in each group were 

analyzed. The analyses of the case group were obtained through DNA extracted from 

peripheral blood leukocytes by saline precipitation. The polymorphisms were evaluated by 

PCR. In addition, the participants answered a questionnaire after collection and these data 

were used to test the correlation of the variables. In the statistical analyses, normality, 

homoscedasticity, Kruskal Wallis, Chi-square and Spearman correlation tests were performed. 

In addition, Hardy-Weinberg equilibrium and differential population with Fisher's exact test 

were tested in the Genepop population genetics software. The results obtained were the 

frequency of polymorphisms of each gene, in which the most frequent genotype for the three 

genes was the wild homozygous (N/N), followed by the heterozygous (N/M). Regarding the 

alleles, in the case group, a higher frequency of the mutated allele (M) was observed, with 19 

M alleles and 140 N alleles, than in the control group. In the Spearman correlation test, there 

was a significant difference between the Factor V Leiden polymorphisms and the severity of 

COVID-19 (rS = -0.210; p = 0.027) (p<0.05). In conclusion there is a correlation between the 



 

Factor V Leiden gene polymorphism and the different severities of COVID-19, there is a 

correlation between the variables biological sex, severity, ethnicity and use of medication 

(p<0.05). There is an association between the CBS polymorphism and COVID-19, since 

Fisher's Exact Test showed p<0.05 and the frequency of the mutated allele was higher in the 

case group than in the control group. 

 

 

 

Keywords: COVID-19; Genetic Polymorphisms; Deep Vein Thrombosis, genes 
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1.​ INTRODUÇÃO 

 

1.1 COVID-19 

 

 ​ A COVID-19 é uma doença causada por um vírus de Ácido Ribonucleico (RNA) 

SARS-CoV-2 que, segundo a classificação  do Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus 

(ICTV), pertence ao gênero Betacoronavírus, da família Coronaviridae. Esse vírus é  

envelopado, não segmentado, apresenta polaridade positiva e é de fita simples. O tamanho das 

partículas virais são de aproximadamente 80-220 nm e o seu RNA genômico tem em torno de 

30 kb (BORGES, 2020). 

Os primeiros casos notificados aconteceram na cidade de Wuhan na China no segundo 

semestre de 2019 (HASHIMOTO; SUZUKI; HASHIMOTO, 2022). Parte dos pacientes que 

entraram em contato com o vírus e desenvolveram a doença conseguiram se recuperar de 

forma bem sucedida, enquanto que outra parte dos pacientes não obteve sucesso na 

recuperação (BOHN et al, 2020). Mesmo após um período de mais de dois anos da 

identificação do vírus é possível observar os desafios dos sistemas de saúde. Até o começo do 

mês de fevereiro de 2022, o número de casos de COVID-19 no mundo passava de 386,5 

milhões, segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), e de 25,7 milhões no 

Brasil, de acordo com dados do Ministério da Saúde. Com relação aos óbitos, os dados 

globais eram de 5,7 milhões e 628 mil no Brasil (SANTOS; OLIVEIRA; ALBUQUERQUE, 

2022). 

​ Pessoas que apresentam comorbidades como hipertensão e diabetes e que apresentam 

idade avançada tem um maior risco de desenvolver a doença de forma grave (GUAN; 

ZHONG, 2020) por conta da maior expressão da Enzima Conversora de Angiotensina II 

(ECA II) pelos medicamentos inibidores da ECA ou pelas comorbidades (FANG; 

KARAKIULAKIS; ROTH, 2020) 

 ​ A doença levou a população a mudar e adicionar novos hábitos, tais como o 

isolamento social e homeoffice (MALTA et al, 2020). O SARS-CoV-2 apresenta quatro 

glicoproteínas (Figura 1)  sendo elas: a proteína Spike (S), o envelope (E), a membrana (M) e 

o nucleocapsídeo (N) (BOHN et al, 2020). 
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Figura 1: Estrutura geral do SARS-CoV-2. (A) Representação esquemática da estrutura do SARS-CoV-2. (B) 

Localização das quatro glicoproteínas do vírus: Spike (S), Membrana (M), Envelope (E), Nucleocapsídeo (N) e 

RNA de fita simples (genoma viral). (C) Ampliação da glicoproteína Spike (S) mostrando as subunidades RBD 

(S1-CTD e S1-NTD) e S2. Fonte: Elaborada pela autora pelo software BioRender (2025). 

 

 ​ A replicação do coronavírus tem início na fase de adsorção, com a interação da região 

RBD da subunidade 1 da proteína Spike com os receptores de membrana da célula hospedeira 

que varia de acordo com a espécie de coronavírus (Figura 2). O SARS-CoV-2  utiliza como 

receptor celular a ECA II. Ela é expressa em órgãos como coração, pulmão, rins e até mesmo 

no endotélio dos vasos sanguíneos, causando reações como miocardite e vasculite sistêmica 

(FARIAS; ALVARENGA; SOUZA, 2021). O causador da COVID-19 apresenta uma maior 

afinidade com o receptor da ECA II, o que pode contribuir para a maior difusão comparado ao 

SARS-CoV-2 (WRAPP et al, 2020). 

​ A próxima etapa depois da adsorção da partícula do vírus é a clivagem da proteína S. 

Essa etapa é muito importante para a entrada do vírus na célula hospedeira, já que a clivagem 

ocorre entre as duas subunidades da glicoproteína por meio de proteases celulares e com isso 

o peptídeo de fusão fica exposto e faz a mediação entre a junção do envelope viral e a 

membrana da célula hospedeira. No caso do SARS-CoV-2 há a ação da Serina Protease 

Transmembranar 2 (TMPRSS2) (HOFFMANN et al, 2020). 
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Figura 2: Representação esquemática da entrada do vírus na célula hospedeira. (A) Fase de adsorção. O 

SARS-CoV-2 interage com a região RBD da subunidade 1 da proteína Spike (S) e com o receptor de membrana 

ECA II pertencente à célula hospedeira (B) Fase de clivagem da proteína S. Nessa fase ocorre a clivagem em 

dois pontos da proteína Spike, uma no sítio S2 e a outra no sítio S1/S2 ocorrendo a ação da Serina Protease 

Transmembranar 2 (TMPRSS2) (C) Nessa fase ocorre a liberação do material genético do vírus na célula 

hospedeira iniciando seu ciclo de replicação. Fonte: Elaborada pela autora pelo software BioRender(2025). 

 

​ Subsequentemente, o material genético (RNA) é liberado no citoplasma da célula 

hospedeira (Figura 3). Como o genoma viral é de polaridade positiva é possível a transcrição 

imediata, formando lipoproteínas pp1a e pp1ab que, por sua vez, são clivadas em Proteínas 

Não Estruturais (NSPs). Isso cria um ambiente propício à síntese do RNA do vírus sendo 

utilizado para formar: RNA genômico para novas partículas do vírus e RNA subgenômico. 

Este último atua como mRNA para formar genes acessórios e proteínas estruturais, as quais 

são traduzidas nas proteínas E, M e S (FEHR; PERLMAN, 2015). 

​ O RNA genômico está relacionado a várias cópias de nucleoproteínas, formando uma 

estrutura helicoidal que pode ser liberado com detergentes, já que seu envelope que envolve 

essa estrutura é formada por uma bicamada lipídica, onde se encontram a proteína de espícula 

(S), envelope (E) e de membrana (M).  
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Figura 3: Representação esquemática do ciclo de replicação do SARS-CoV-2. (A) O material genético do vírus 

entra na célula hospedeira (B) ocorrendo a liberação do genoma viral positivo  seguido da tradução imediata das 

enzimas do complexo replicação/transcrição. (C) Nesse momento ocorre a clivagem das lipoproteínas pp1a e 

pp1 em proteínas não estruturais (NSPs) formando um ambiente favorável à síntese de RNA viral (D) Desse 
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RNA ocorre a formação do RNA subgenômico do qual irão se formar as proteínas estruturais traduzidas em 

Envelope (E), Membrana (M) e Spike (S). (E) O RNA genômico será utilizado para a formação de novas 

partículas do vírus formando o nucleocapsídeo e a fita simples de RNA. (F) Isso proporciona um ambiente 

propício a síntese do RNA do vírus que é utilizado para formar RNA genômico para novas partículas do vírus e 

para RNA subgenômico atuante como mRNA para formar genes acessórios e proteínas estruturais que são 

traduzidas nas proteínas E, M e S. Fonte: Elaborada pela autora pelo software BioRender (2025). 

 

1.2 SÍNDROME DA COVID LONGA  

 

 ​ A síndrome da COVID longa, também conhecida como condição pós COVID, é uma 

categoria da doença em que os pacientes não se recuperam totalmente, por meses após a 

aparição dos primeiros sintomas da infecção pelo SARS-CoV-2. Estudos recentes mostraram 

um número crescente de pacientes que manifestam sintomas prolongados. Apesar de poucos 

dados, é provável que pacientes que precisaram de tratamento nas Unidades de Terapia 

Intensiva (UTI) podem ter uma maior chance de desenvolver a síndrome longa (MIRANDA 

et al, 2022). Isso não exclui o fato de que pessoas que tiveram casos clínicos leves também 

tenham sintomas persistentes e que pacientes com casos graves voltem a ter uma vida normal 

dois meses após a infecção (D’ETTORRE et al, 2021). 

 ​ A OMS fez uma estimativa de que 10 a 20% dos pacientes que tiveram COVID-19 

continuam com os sintomas de forma persistente por meses depois da infecção, o que 

preocupa os sistemas de saúde pública. Entre os sintomas estão: alteração na função 

respiratória, doenças cardíacas e vasculares como tromboses, e até mesmo transtornos 

neurológicos (MIRANDA et al, 2022). 

​ Existem muitos relatos de sequelas neurológicas que estão associadas a COVID-19 

que aconteceram durante a fase aguda ou pós-aguda da doença e tem diferentes gravidades e 

desfechos. A doença mais relatada foi acidente vascular cerebral isquêmico agudo, seguida 

por síndrome de Guillain Barré, um distúrbio autoimune na qual o sistema imunológico do 

próprio paciente ataca partes do seu sistema nervoso causando fraqueza muscular e redução 

nos reflexos (MINISTÉRIO DA SAÚDE), neuropatias cranianas, hemorragias intracerebrais, 

convulsões e epilepsia (ASSUNÇÃO et al, 2024). 

 ​ Mais de duzentos sintomas foram relacionados a essa síndrome e não estão restritos a 

quadros respiratórios. Isso influencia no quadro de especialistas e equipes envolvidas, sendo 

multidisciplinar, com a contribuição de psicólogos, fisioterapeutas, cardiologistas, 
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neurologistas e psiquiatras. Até outubro de 2023 o Brasil obteve um dos piores cenários da 

pandemia da América Latina (BARROS et al, 2024). Além dos sintomas já descritos, há 

também distúrbios cognitivos, de olfato, do sono e dor de cabeça sendo frequentemente 

relatados em jovens e mulheres (TAVARES-JUNIOR et al, 2024). 

 

1.3  TROMBOSE VENOSA PROFUNDA  

 

​ A trombose venosa profunda (TVP) ocorre por conta da formação de um coágulo de 

sangue em uma veia profunda, com a obstrução parcial ou a oclusão dos vasos (Figura 4). Os 

locais comuns de ocorrência são coxas e pernas, sendo de 80 a 95% mais frequente em 

membros inferiores (SOBREIRA et al, 2024). Na maioria das vezes tem tratamento apesar de 

ser uma condição médica grave. Em alguns casos pode acontecer o deslocamento de parte do 

coágulo sanguíneo para os pulmões causando uma Embolia Pulmonar complicando a situação 

e a gravidade do estado de saúde do paciente (CAMPOS e REIS, 2022). 

 

 

Figura 4: Representação esquemática de Trombose Venosa Profunda (TVP). (A) Nesse esquema didático está 

representado um membro inferior com vasos sanguíneos sem a formação de coágulos. (B) Nessa representação 

está esquematizado um membro inferior com vasos sanguíneos que apresenta um coágulo, representando um 
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evento de TVP. (C) Representação esquemática de um coágulo sanguíneo (figura sem escala). Fonte: Elaborado 

pela autora pelo software BioRender(2025) 

 

​ Outras complicações causadas por TVP são insuficiência venosa crônica/sindrome 

pós-trombotica que tem como consequências mudança na pigmentação no membro atingido, 

edema, dor e úlceras na pele. Os principais fatores de risco que levam a formação dos trombos 

são lesões no endotélio, estase do sangue e fatores de hipercoagulabilidade. Desse modo, 

procedimentos cirúrgicos, imobilização, câncer, idade avançada e mudanças de 

hipercoagulação, sendo eles genéticos ou adquiridos, são fatores que causam a predisposição 

à formação de trombos (SOBREIRA et al, 2024). 

​ Esses fatores de risco são didaticamente separados em duas classes: 

Hereditários/Idiopáticos e Adquiridos/Provocados. Nesse primeiro grupo há os fatores 

genéticos como resistência à proteína C ativada relacionada principalmente ao Fator V de 

Leiden, aumento do fibrinogênio, déficit de proteína C e antitrombina e mutação no gene da 

Protrombina G20210A.  Já no dos fatores adquiridos estão câncer, sobrepeso e obesidade, 

gravidez e puerpério, idade superior a 65 anos, traumas, cirurgias, terapias com estrogênios, 

sindrome nefroticas e doença de Behçet (SOBREIRA et al, 2024). 

​ Embora o SARS-CoV-2 afete principalmente os pulmões, os pacientes que apresentam 

COVID têm distúrbios de coagulação predispondo a TVP (FARIAS; ALVARENGA; SOUZA, 

2021). Essa é uma das complicações associadas a COVID-19 e, em crescente número de 

casos, pois gera uma inflamação sistêmica, disfunção do endotélio, infecção na corrente 

sanguínea e, com isso, o paciente tem uma maior chance de desenvolver casos de trombose 

(CAMPOS e REIS, 2022). 

​ Isso acontece porque os vasos sanguíneos que estão danificados, seja por conta da 

inflamação ou lesão, tendem a convocar células imunes para o local, como leucocitos, 

macrófagos e mastócitos, levando a liberação de outras moléculas como dímero-D e 

fibrinogênio, por exemplo. Com o sistema desregulado há a contribuição para ativação da 

cascata de coagulação gerando a hipercoagulação, aumentando o risco de trombose (FARIAS; 

ALVARENGA; SOUZA; 2021).  

​ O diagnóstico de TVP é principalmente por exames de imagem como a 

ultrassonografia Doppler, no qual identifica vasos com precisão e confirma a 

compressibilidade de uma segmentos (BURGAZLI et al, 2011).  Outros métodos são 
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realizados  por exames físicos, já que os principais sintomas são dor, cianose, edema e 

aumento da temperatura do local; Exames laboratoriais como o exame que avalia o valor de 

D-dímero (DD), uma marcador molecular. Esse marcador resultante da dissolução da fibrina  

geralmente está elevado quando há eventos trombóticos. Porém, esse marcador pode estar 

elevado em outros casos como câncer, gravidez, traumas, infecções e idade avançada 

diminuindo a especificidade do teste. Um modelo de predição clínica de TVP é o Escore de 

Wells (EW). Ele combina sintomas, fatores de risco e diagnósticos alternativos fazendo uma 

estimativa da probabilidade pré-teste para TVP classificando-o como baixa, moderada e alta 

(SOBREIRA et al, 2024).  

 

 1.4   GENE PROTROMBINA (rs1799963) 

 

 ​ A protrombina é uma proteína do sangue, antecessora a trombina, que após a 

estimulação da cascata de coagulação, favorece a formação de fibrina. Ela tem um importante 

papel no equilíbrio anticoagulante do sangue e é sintetizada no fígado quando há vitamina K 

(HERKENHOFF et al, 2012). 

​ Essa proteína, que também é conhecida como fator II de coagulação, tem como 

responsável o gene presente no cromossomo 11, composto de 13 introns e 14 exons. 

(HERKENHOFF et al, 2012). A mutação pontual G20210A (rs1799963) localizada na região 

3’UTR do gene realiza a substituição de guanina por adenina no locus 20,210, o que aumenta 

30% os níveis de protrombina em heterozigotos e 70% em homozigotos (SHIBEEB et al, 

2024). 

​ Essa substituição de base única (AG) traz um risco três vezes maior de 

tromboembolismo venoso (TEV) devido ao nível de protrombina plástica aumentado e 

possivelmente maiores riscos de acidentes vasculares cerebrais isquêmicos (SATYARTHI et 

al, 2024) O TEV apesar de ser um condição única é dividida didaticamente em  duas formas: 

trombose venosa profunda (TVP) e o Tromboembolismo Pulmonar (TEP) (Figura 5)  
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Figura 5: Fluxograma de Tromboembolismo Venoso (TEV). Divisão didática de Tromboembolismo Venoso 

(TVE) em Trombose Venosa Profunda e Tromboembolismo Pulmonar. Fonte: Elaborado pela autora pelo (2025) 

 

1.5 GENE DA ENZIMA CISTATIONINA BETA-SINTASE  

 

​ O gene da enzima Cistationina beta-sintase (CBS) está localizado no cromossomo 21 

(SKOVBY; KRASSIKOFF; FRANCKE, 1984) na região subtelomérica da banda 21 no braço 

q (MUNKE et al, 1988). Esse gene consiste em 23 exons, tendo um comprimento de 25-30 

kbp e codifica uma proteína de 551 aminoácidos. A maior parte dos alelos do gene CBS são 

mutação missense e a mutação 844ins68 ocorre em aproximadamente 5% dos caucasoides 

(ZHU et al, 2024). 

​ Com relação a sua estrutura a CBS apresenta quatro subunidades de 63 kDa, sendo 

que cada uma contém três domínios que são responsáveis por realizar a ligação de 

nucleotídeos de adenosina promovendo a regulação de proteínas (WANG et al, 2024). 

O primeiro domínio, de ligação N-terminal, pode promover a interação com o cofator 

heme que atua como um sensor de oxidação-redução e ajuda as proteínas se dobrarem 

corretamente. O segundo domínio, o catalítico central, faz a ligação junto ao cofator 

piridoxal-5’-fosfato (PLP) e participa da catalização e regulação da atividade da enzima. O 
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terceiro domínio, o regulador C-terminal, faz ligação como ativador alostérico 

s-adenosilmetionina (SAM) (WANG et al, 2024). 

​ BRAUNSTEIN et al (1969) isolou pela primeira vez a CBS do fígado de frango. Ela é 

uma enzima com grande importância para o corpo humano pois essa enzima realiza a 

catalização da condensação de homocisteína (Hcy) com a serina formando cisteina glicina. 

Esse é o início e um fator que limita a taxa nas vias transsufuradas (WANG et al, 2024). 

 ​ A CBS promove a mediação da conversão de homocisteína em cistationina. Com seu 

mau funcionamento, há associação a predisposição de distúrbios cardiovasculares, pois a 

homocisteína é vasculotóxica e neurotóxica. Entre as diversas anormalidades causadas pela 

insuficiência na atividade da CBS está desde o tromboembolismo até anormalidades 

psiquiátricas e neurológicas (DUTTA et al, 2005). 

​ Essa enzima também participa da catalização da produção de sulfeto de hidrogênio 

(H2F) por várias vias. Junto com a  3 - mercaptopiruvato sulfurtransferase (3 - MST) e 

cistationina ɤ-liase (CSE) fazem parte do grupo principal que catalisa a produção de H2S. 

(WANG et al, 2024). 

Na literatura encontra-se um grande número de polimorfismos e mutações deste gene, 

entre eles três mutantes “sem sentido” e variantes de deleção, inserção e splicing (DUTTA et 

al, 2005). O polimorfismo 844ins68 desse gene é um fator complementar de risco do paciente 

apresentar TVP (BONINI-DOMINGOS, 2005). 

A CBS está distribuída amplamente em humanos e em outros sistemas biológicos, 

principalmente no citoplasma, mas também pode ser encontrada nas mitocôndrias e núcleo em 

casos de hipóxia ou estresse nuclear. Essa enzima foi identificada em células do endotélio de 

ductos coletores, glomérulos e artérias interlobulares. Além disso, está presente em vários 

tecidos como o trato gastrointestinal, tecido muscular e pulmão mesmo que em baixas 

quantidades (WANG et al, 2024) 

 

1.6    GENE DO FATOR V DE LEIDEN (FVL) (rs 6025) 

 

​ O gene para o Fator V de Leiden (FVL) está localizado no cromossomo 1 na região 

q21-25 (RAMOS et al, 2006) e é um importante fator ligado à trombose venosa, pois seu 

polimorfismo G1691A tanto homozigoto, quanto heterozigoto, deixa os portadores resistentes 
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à proteína C ativada e isso os torna sete vezes mais sensível a trombose (SOARES e 

CARVALHO, 2005). Ele é uma alteração hereditária, autossômica dominante, que afeta o 

desempenho da proteína C reguladora do sistema de coagulação sanguínea. A proteína C fica 

mais resistente, pois há a troca dos aminoácidos arginina 506 do fator V pela glutamina, e  

isso faz com que aumente o risco de trombose (GODOY, 2005). 

​ A via da proteína C tem um importante papel na regulação negativa de coagulação por 

conta da inativação proteoliticamente de Va (FVa) e VIIIa (FVIIIa), cofatores não 

enzimáticos. A deficiência na funcionalidade dessa via resulta de um fenótipo chamado de 

resistência à proteína C ativada (APC), mostrando a falta de capacidade relativa da APC 

exógena de aumentar o tempo de coagulação. Essa resistência à APC é o mais comum fator de 

risco para tromboembolismo venoso (BRUGGE et al, 2005). 

​ A mutação do Fator V tem meia-vida e atividade de prócoagulação  prolongada 

fazendo com que os pacientes fiquem em estado de hipercoagulação. Em pessoas com 

genótipo heterozigoto o risco do desenvolvimento de TVP é de cinco a sete vezes maior  

comparado com a população em geral (HAN, BURDSALL, ESCAMILLA, 2024). 
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2.​ JUSTIFICATIVA  

 

 ​ Considerando os eventos adversos da COVID-19, especialmente nos casos de COVID 

longa, relacionados a tromboembolismo venoso e a frequência de mutações nos genes 

Protrombina, Cistationina Beta Sintase e Fator V de Leiden que predispõem a trombose na 

população, neste trabalho foi investigado a frequência dos polimorfismos G20210A, 

844ins68, G1691A nesses genes em pessoas que contraíram COVID-19 e manifestaram 

eventos clínicos de gravidade variada para predição de TVP. 

​ Justificamos a importância do estudo como forma de prevenir eventos trombóticos 

graves em pessoas com as mutações predisponentes. 
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3.​ OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

 ​ Esse projeto teve como objetivo geral investigar a frequência dos polimorfismos 

genéticos que favorecem TVP relacionados ou não com a manifestação clínica de COVID em 

adultos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

-​ Classificar o grupo de estudo de acordo com as caracteristicas demográficas, sexo 

biológico, idade, etnia e manifestações clínicas da COVID-19; 

-​  Investigar a frequência dos polimorfismos G20210A da protrombina, G1691A do 

fator V de Leiden e 844ins68 da cistationina beta-sintase; 

-​ Relacionar a presença dos polimorfismos com a gravidade do COVID-19. 

-​ Comparar a frequência dos polimorfismos entre os grupos com COVID-19 e sem 

COVID-19 
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4.​ MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 MATERIAL 

 

4.1.1 Casuística 

 

Este foi um estudo, caso/controle pareado. Para composição do grupo caso/teste foram 

realizadas coletas de aproximadamente 5mL de sangue periférico com EDTA a 5% de 188 

adultos, residentes da cidade de São José do Rio Preto-SP, que já tiveram COVID-19, com 

diferentes graus de gravidade da doença. Para coletar as amostras foi utilizada a técnica de 

punção venosa com escalpe. 

Esse grupo foi separado segundo a gravidade da COVID-19 em leve, moderado e 

grave de acordo com as respostas do questionário elaborado por RIBEIRO (2022) (Anexo E) 

O grupo controle foi composto por 186 adultos, pareados por sexo e idade, que não 

apresentaram COVID-19. Esse grupo não teve contato com o vírus, pois a coleta e análise dos 

dados foi realizada muito antes da pandemia de COVID-19.  

Os dados estão contidos em planilhas e codificados, preservando assim a identidade 

dos pacientes que participaram da pesquisa. Para esse grupo foram trabalhados somente os 

dados planilhados e não as amostras biológicas, que já não existem. 

O grupo teste (com COVID) foi separado em três subgrupos com diferentes graus de 

gravidade da doença (Leve, moderado e grave), por meio de inquérito investigativo realizado 

pelo projeto “Relação da Infecção e Gravidade Clínica de Pacientes com COVID-19 e com os 

Polimorfismos no Gene HFE (H63D, C282Y E S65C)”. Os pacientes responderam um 

questionário que está nos anexos. Os testes que confirmaram a infecção foram realizados pelo 

RT-PCR.  

​ Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” Campus São José do Rio Preto (UNESP/IBILCE)  

CAAE: 78503224.0.0000.5466 (Anexo C). 

O número total de amostras coletadas durante o projeto foi de 188 amostras. Dessas 

amostras foi realizada a genotipagem de 131 pacientes para o gene CBS, 102 para o gene 
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protrombina, 110 para o gene do Fator V de Leiden (Figura 6) e 70 para os três genes. 

Algumas amostras não obtiveram resultados positivos nos testes moleculares e, por esse 

motivo, não foram incluídas nas relações de análises. Com relação ao questionário,  foram 

obtidas 168 respostas dos 188 participantes da pesquisa. Todas as amostras coletadas (n = 

188) passaram por testes da triagem básica para o diagnóstico de hemoglobinopatias  no 

laboratório de Hemoglobinas da UNESP, e tiveram seu DNA extraído pelo método de 

precipitação salina ou salting-out. 

 

 

 

Figura 6: Fluxograma representativo das amostras coletadas. As 188 amostras de sangue  coletadas passaram 

por teste de triagem básica do laboratório e extração de DNA. Foram feitos testes de genotipagem quanto a três 

polimorfismos e os pacientes responderam a um questionário investigativo. 

 

4.2 MÉTODOS 

 

 4.2.1 Extração de DNA 

​  
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Foi realizada a extração de DNA dos leucócitos seguindo o Protocolo de Extração do 

Método por Precipitação Salina ou Salting-out (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989 

- adaptado por LHGDH).  

 ​ Para iniciar foi separado 1 mL de sangue periférico, coletado com EDTA, colocado em 

um tubo de microcentrífuga esterilizado e esse sangue foi levado à centrífuga para 

centrifugação a  5000 rpm durante 5 minutos em temperatura ambiente. O plasma foi retirado 

e foi adicionado ao tubo 900 µL de tampão 1X com triton (5ml de tampão 10X e 45 ml de 

Triton).  

Esse tubo foi novamente para centrifugação a 5000 rpm em temperatura ambiente por 

5 minutos. Depois disso, retirou-se o sobrenadante e o foi adicionado ao sedimento 1 ml de 

tampão 1x  ( 5 ml de tampão 10X e 45 ml de água miliQ) para que ocorresse mais uma etapa 

da lavagem.  Esse processo foi  repetido até o material ficar branco, ou seja, sem os glóbulos 

vermelhos ou resíduos de hemoglobina, tem a etapa de lise dos leucócitos. 

 ​ O sobrenadante foi descartado e a adicionou-se 1mL do tampão 1x e 1µL da 

Proteinase K para que ocorresse a quebra das proteínas que estão presentes no meio. Após 

isso, o material foi homogeneizado em Vortex e novamente centrifugado a mesma rotação, 

temperatura e tempo das etapas anteriores e o sobrenadante foi descartado. 

 ​ Depois, foi adicionado  200  µL de tampão 1x no tubo. Após homogeneizado e 

adicionado 20µL de SDS a 10% ocorreu novamente a homogeneização e o tubo ficou  por 15 

minutos ao banho-maia com a água na temperatura de 56°C. Após esse período foi adicionado 

100µL de NaCl (5M), homogeneizado e centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos em 

temperatura ambiente. 

O precipitado foi descartado, já o sobrenadante foi passado para outro tubo estéril, 

adicionando 1mL de etanol absoluto gelado e após a inversão de forma delicada do tubo, 

ocorreu a precipitação do DNA. Em seguida esse material esteve no congelador por no 

mínimo 30 minutos. 

Depois desse período foi realizada uma nova centrifugação a 1200 rpm durante 5 

minutos a temperatura ambiente e o álcool  absoluto foi removido. Em seguida, adicionou-se 

1 mL de etanol 70% gelado e com isso o DNA foi lavado, centrifugado nas mesmas 

condições de temperatura, rotação e tempo anterior. Após a repetição desse passo mais uma 

vez, o álcool foi retirado do tubo e esse foi deixado envolto de papel absorvente para que todo 

o etanol evaporasse por no mínimo cinco horas ou overnight. 
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O próximo passo depois da evaporação completa foi a reidratação do DNA. Nessa 

etapa foi adicionado 30µL de água destilada ao tubo, tomando cuidado para colocar em cima 

de onde o DNA se encontra. Por fim, foi incubado a 56°C no banho maria por 15 minutos e 

armazenado no freezer. 

 

 

4.2.2 Quantificação de DNA 

 

 ​ Depois de reidratado, esse DNA foi quantificado no espectrofotômetro do tipo 

NanoDrop. Foi adicionado no equipamento 1µL da solução de DNA homogeneizado para 

verificar o grau de pureza e a qualidade de extração. A concentração de DNA na amostra deve 

estar em no mínimo 100 ng/µL.  

Quando a amostra estava com uma concentração muito acima do previsto nos 

protocolos de análise molecular (de 100 ng/µL até 160 ng/µL, aproximadamente), era 

realizada a diluição até chegar na concentração desejada.  

 

4.2.3 Análise Molecular 

 

 ​ As análises moleculares foram realizadas seguindo protocolos específicos para a 

detecção dos polimorfismos  nos três genes estudados: G20210A do gene da protrombina, 

G1691A no gene do fator V de Leiden e 844ins68 do gene da  cistationina beta-sintase. 

 ​ ‘Protocolo para detecção de Cistationina beta-sintase”.  

Para a amplificação foi utilizado o mix contendo reagentes como cloreto de magnésio 

(MgCl2), DNA molde, Taq, dNTP, tampão sem MgCl2, H2O ultrapura nas concentrações e 

volumes descritas no protocolo (Quadro 1) junto com a sequência de primers utilizados na 

reação (Quadro 2). 
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Quadro 1 Representação dos reagentes utilizados para composição do mix para a PCR do gene CBS. Nesse 

diagrama é possível observar também qual a concentração e o volume de cada um dos reagentes utilizados em 

uma amostra. Fonte: Elaborada pela autora (2025) 

 

 

 

 ​  

 

 

Quadro 2: Primers utilizados no mix para a PCR do gene CBS. Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

 

Esse mix foi colocado no termociclador para PCR (Reação em cadeia da polimerase) 

que  foi  programado nas seguintes condições: 94ºC a cinco minutos para a desnaturação; um 

ciclo com 30 repetições de um minuto a 94°C, um minuto a 60°C e um minuto a 72°C para  

etapa de anelamento e um 72°C  por sete minutos para extensão.   

Depois foi preparado o gel de agarose 1,5%. Para isso foi utilizado agarose em pó e 30 

mL de tampão TEB 1X e depois de levada ao microondas por um minuto (parando para 

mistura a cada 15 segundos), foi adicionado brometo de etídeo e colocado em uma estrutura 

balanceada até se solidificar.  

Cys A 5 ́CTG GCC TTG AGC CCT GAA 3` 

Cys B 5 ́GGC CGG GCT CTG GAC TC 3 ́ 
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Depois de retirar do termociclador o tubo de 0,2 ml contendo o produto da PCR, ou 

seja, o amplificado foi aplicado no gel da seguinte forma: no primeiro poço do gel colocou-se 

10µL de  Ladder, o marcador de peso molecular, de 100pb. Nos outros compartimentos do gel 

foi adicionado a mistura de 6µL do produto da PCR e 4µL de corante.  

​ O próximo passo foi a eletroforese, que aconteceu por 40 minutos a 80 Volts. Passado 

esse tempo o resultado foi revelado por luz UV mostrando as bandas que foram analisadas. 

Para esse polimorfismo é possível observar as bandas  de 184 pb (pares de base) corresponde 

ao alelo N, a banda 252 pb corresponde ao alelo M, tendo três possíveis genótipos  MM, MN e 

NN (Figura 7). 
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Figura 7: Representação esquemática dos possíveis genótipos do gene Cistationina beta-sintase (CBS). (A) Nela 

pode-se visualizar os fragmentos 184 pb que caracteriza o alelo selvagem (N) e o fragmento de 252 pb 

caracterizando o alelo mutante. (B) Na imagem do gel de agarose após a eletroforese observado no 

transiluminador por luz UV é possível observar as bandas que caracterizam os genótipos do gene Cistationina 

beta-sintase (CBS). No primeiro poço está aplicado a Ladder o marcador de peso molecular de 100pb. Nos poços 

seguintes estão aplicados o amplificado contendo DNA. Fonte: Elaborada pela autora (2025) 
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“Protocolo para detecção do Fator V de Leiden PCR-RFLP”. 

 O amplificado foi feito pelo mix que continham os reagentes (Quadro 3) e a sequência 

de primers FV1 e FV2 (Quadro 4). 

 

  

Quadro 3: Representação dos reagentes utilizados para composição do mix para a PCR para o gene FV. Nesse 

diagrama estão também as concentrações e volumes para uma amostra. Fonte: Elaborada pela autora (2025) 

 

 

 

 

 

Quadro 4: Sequência de primers utilizados no mix para a PCR do gene FV. Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

O mix foi colocado no termociclador para PCR (Reação em cadeia da polimerase) 

programado nas seguintes condições: 94ºC a cinco minutos para a desnaturação; um ciclo 

com 35 repetições de um minuto a 94°C, um minuto a 60°C e um minuto a 72°C para  etapa 

de anelamento e um 72°C  por sete minutos para extensão.    

A próxima etapa foi realizar a digestão com a enzima de restrição MnlI. Para o preparo 

do mix foi utilizado 1 μL do tampão 1X, 0,5 μL de enzima MnlI, 8,5 μL de água ultrapura e 

FV1 5´ CTT GAA GGA AAT GCC CCA TTA 3´ 

FV2 5´TGC CCA GTG CTT AAC AAG ACC A 3´ 
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10 μL do produto da PCR. Depois de montado o mix, o microtubo estéril foi para o 

termociclador onde permaneceu por 10 minutos a uma temperatura de 37°C. 

Em seguida foi preparado o gel de agarose 2,5% com agarose em pó e 30 mL de 

tampão TEB 1X realizado da mesma forma do gel para CBS. Depois de retirar do 

termociclador o tubo de 0,2 ml contendo o produto da digestão foi aplicado no gel junto com 

o corante. 

​ Para finalizar, foi realizada uma eletroforese de 40 minutos a 100 Volts. Depois de 

revelado em luz UV foi possível observar que o alelo selvagem formou três fragmentos 116, 

67 e 27 pb. Já o alelo mutante formou dois fragmentos: 153 e 67 pb (Figura 12). 
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Figura 8: Representação esquemática dos possíveis genótipos do gene Fator V de Leiden. (A) Pode-se observar 

os fragmentos 153 e 67 pb que caracterizam o alelo mutante (M) e os fragmentos de 116, 67 e 27 pb 

caracterizando o alelo selvagem (N). (B) Imagem do gel de agarose 2,5% após a eletroforese observada no 

transiluminador por luz UV. No primeiro poço está aplicado a Ladder de 100pb. Nos poços seguintes estão 

aplicados o produto da digestão. Fonte: Elaborada pela autora (2025) 

 ​  “Protocolo para detecção do polimorfismo G20210A no gene Protrombina -  

PCR-RFLP”. 

 Para isso foi preparado o mix (Quadro 5)contendo reagentes e a sequência de primers 

Prot F e Prot R (Quadro 6)  
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Quadro 5: Representação dos reagentes utilizados para composição do mix para a PCR para o gene 

Protrombina. Também está representado as concentrações e volumes para uma amostra. Fonte: Elaborada pela 

autora (2025) 

 

 

 

 

Quadro 6: Sequência de primers utilizados no mix para a PCR do gene Protrombina. Fonte: Elaborado pela 

autora (2025) 

 

Esse mix foi colocado no termociclador para PCR (Reação em cadeia da polimerase) 

programado nas seguintes condições: 94ºC a dez minutos para a desnaturação; um ciclo com 

40 repetições de um minuto a 94°C, um minuto a 57°C e um minuto a 72°C para  etapa de 

anelamento e um a 72°C  por cinco minutos para extensão. 

Em seguida, foi realizada a digestão com a enzima de restrição HindIII. Para o preparo 

do mix foi utilizado 1 μL do tampão 1X, 0,5 μL de enzima HindIII, 8,5 μL de água ultrapura e 

10 μL do produto da PCR. O novo mix foi colocado no termociclador  por 10 minutos a uma 

temperatura de 37°C. 

O próximo passo foi preparar o gel de agarose 2,5% e fazer a aplicação do produto da 

digestão com o corante. A análise foi finalizada com eletroforese de 50 minutos a 100 Volts. 

Depois de revelado em luz UV foi possível observar que o alelo selvagem formou um 

fragmento 345 pb. Já o alelo mutante formou dois fragmentos de 322 e 23 pb (Figura 9). 

 

 

Prot F 5´ TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC  3´ 

Prot R  Prot R 5´ ATA GCA CTG GGA GCA TTG AAG C 3´ 
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Figura 9: Representação esquemática dos possíveis genótipos do gene Protrombina. (A) Pode-se observar os 

fragmentos 345 pb que caracteriza o alelo selvagem (N) e os fragmentos de 322 e 23 pb caracterizando o alelo 

mutante (M). (B) Imagem do gel de agarose 2,5% após a eletroforese observada no transiluminador por luz UV. 

No primeiro poço foi realizada a aplicação da Ladder de 100pb. Nos seguintes foram aplicados o produto da 

digestão. Fonte: Elaborada pela autora (2025) 

 

4.2.4  Análises estatísticas 

 

 ​ Para finalizar, foram realizadas as análises estatísticas utilizando o software IBS SPSS 

Statistics 20. Dentre os testes realizados foi utilizado o de Shapiro-Wilk para verificar a 

normalidade e Levene para homocedasticidade. Como os dados não apresentaram distribuição 

normal e são heterocedásticos, portanto, não são paramétricos, foi utilizado o  teste 

Kruskal-Wallis para comparar os grupos (MOYA, 2020).​  

​ Para as análises dos genótipos também foi utilizado o teste Qui-quadrado com grau de 

significância p<0,05. As frequências alélicas e a distribuição dos genótipos em relação ao 

equilíbrio de Hardy-Weinberg foram estimadas na calculadora online Wp Calc e no software 

online Genepop. 
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5.​ RESULTADOS  

 

Os resultados foram obtidos pelas análises de 168 amostras de pacientes, com idades 

de 18 a 76 anos, com média e desvio padrão de 29,7±13,2. Os dados obtidos por meio do 

questionário realizado logo após a coleta das amostras de sangue estão sintetizados na Tabela 

1. 

Mais da metade das indivíduos que aceitaram participar da pesquisa são do sexo 

biológico feminino (61,3%) totalizando 103 participantes de 18 a 76 anos. Os participantes do 

sexo masculino foram 65 (38,7%), com idades entre 18 e 62 anos. Os dados sobre a etnia 

foram obtidos por meio da autodeclaração dos pacientes. A maioria do grupo foi composto 

por Caucasoides (74,4%) perfazendo um total de 125 individuos, sendo 86 (51,2%) do sexo 

feminino e 39 (23,2%) do sexo masculino. Apenas seis participantes (3,6%) se 

autodeclararam afrodescendentes, sendo três mulheres (1,8%) e três homens (1,8%). A 

autodeclaração de Pardos foi de 33 pessoas (19,6%), sendo 12 do sexo feminino (7,1%)  e 21 

do sexo masculino (12,5%). A frequência dos que se autodeclararam asiáticos foi de 1,2% 

(duas mulheres e dois homens) para ambos sexos, totalizando quatro participantes. A partir do 

teste Qui-quadrado foi observado diferença significativa (p<0,05) no critério etnia.  

Com relação a gravidade, a maior parte dos casos foram da forma leve da COVID-19. 

Quase metade desse casos foram no sexo feminino (48,2%) e 23,2% no sexo masculino. De 

forma moderada da COVID-19, ambos sexos tiveram a mesma frequência - 13,1% (22 casos 

cada sexo). As mulheres não tiveram a forma grave da COVID-19, enquanto cinco homens 

relataram essa manifestação clinica. Foi observado diferença significativa entre as formas de 

gravidade da COVID-19 (p<0,05; Tabela 1). 

​ A maior parte dos pacientes não apresentaram sequelas decorrentes da COVID-19, 

totalizando 73,2%. (123 casos), sendo 44% do sexo feminino e 29,2% masculino. As 

mulheres foram a maior parte (17,3%) entre os pacientes que apresentaram sequelas. As 

sequelas mais relatadas foram: diminuição do olfato, paladar, dor muscular, queda de cabelo, 

falta de ar, pigarro constante, nível de vitamina D baixo, cansaço e fraqueza. A sequela que 

mais apareceu foi problemas relacionados à memória, seguida de queda de cabelo e alteração 

no olfato. Alguns pacientes relataram ter até quatro sequelas decorrentes da COVID-19, como 

problemas de memória, dor muscular e alteração no paladar e olfato. 
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​ Alguns pacientes relataram ter sintomas por mais tempo (prolongada) e outros por 

menos tempo (intermediário e curto). Os sintomas apareceram por um curto período em 116 

pacientes (69%), entre eles 74 (44%) eram do sexo feminino e 42 (25%) do sexo masculino. 

Com relação ao período dos sintomas intermediário observamos 25 (14,9%) mulheres e 19 

(11,23%) homens, totalizando 44 (26,2%) dos participantes. Por fim, oito (4,8%) tiveram 

sintomas de forma prolongada, sendo 4 (2,4%) mulheres e quatro (2,4%) homens.  

Como os participantes da pesquisa eram pessoas que trabalham ou estudam no 

campus, todos tomaram a vacina contra COVID-19. A maioria dos participantes (48,8%) 

recebeu três doses da vacina até a data da coleta, 44% recebeu quatro doses e 7,1% recebeu 

apenas duas doses da vacina. 

Aos participantes também foi perguntado sobre uso de medicamentos, sendo que a 

maioria (107, 63,7%) não usa nenhuma medicação de uso contínuo. Dentre eles, 50 (29,8%) 

são mulheres e 57 (33,9%) são homens. Dentre os participantes que usam medicamentos 

(36,3%), 53 (31,5%) são mulheres e oito (4,8%) são do sexo masculino. A maioria dos 

medicamentos são anticoncepcionais, antidepressivos e medicamentos para diabetes e pressão 

alta. O teste estatístico foi significativo com (p<0,05). 

Outra pergunta foi sobre o hábito de fumar. A maioria dos participantes responderam 

que não fumam cigarro (93,5%), dentre os quais 95 (56,5%) são mulheres e 62 (36,9%) são 

homens. Dentre os que responderam que sim (6,5%), a maioria (4,8%) são do sexo feminino. 

O uso de bebidas alcoólicas foi dividido em três classificações: não, raramente ou 

regularmente. A maioria respondeu que bebe raramente (61,3%), seguido pelos que não 

utilizam e o menos frequente foi a classificação regular. Entre os que utilizam bebidas 

alcoólicas regularmente houve 31 respostas (18,5%), sendo 16 homens e 15 mulheres.  

A presença de comorbidade também foi um fator avaliado pelo questionário. A 

maioria não apresentavam comorbidades (85,1%) e entre os que apresentavam foi dividido 

em: um tipo (10,1%), dois tipos (3,6%) e três tipos (1,2%). Em todos os critérios ocorreu uma 

maior frequência de mulheres com comorbidades e as mais frequentes foram diabetes, 

hipertensão e obesidade.  

Com relação a pratica de atividade fisica, a maioria relatou que não pratica com 

frequencia (56%) e 44% praticam regularmente, sendo que a maioria são individuos do sexo 

feminino (23,8%).  
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Por fim, foi perguntado se os pacientes fizeram a dosagem de vitamina D e a maioria 

respondeu que não (75%). Entre os positivos, a maioria eram mulheres (19%). Nesse caso 

houve significância estatística (p<0,05). 

 

Tabela 1. Caracterização do grupo caso (n=168). 

Critérios Avaliados Feminino Masculino Total P value 

Sexo biológico 103 ( 61,3%) 65 (38,7%) 168 (100%) 0,003 ( X² = 8,59) * 

Idade (x ± SD), anos 29,7±13,2 
(18 - 76) 

28,7±12,7  

(18 - 62) 
29,7±13,2 
(18 - 76) 0,837 ( X² = 30,37) 

Etnia (autodeclaração)     

Afrodescendente 3 (1,8%) 3 (1,8%) 6 (3,6%)  

Asiático 2 (1,2%) 2 (1,2%) 4 (2,4%) 0,007 ( X² = 12,15) * 

Caucasóide 86 (51,2%) 39 (23,2%) 125 (74,4%)  

Pardo 12 (7,1%) 21 (12,5%) 33 (19,6%)  

Gravidade da COVID-19     

Leve 81 (48,2%) 38 (22,6%) 119 (70,8%)  

Moderado 22 (13,1%) 22 (13,1%) 44 (26,2%) 0,002 ( X² = 12,58) * 

Grave 0 (0%) 5 (3%) 5 (3%)  

Sequelas     

Sim 29 (17,3%) 16 (9,5%) 45 (26,8%) 0,320 ( X² = 4,69) 

Não 74 (44%) 49 (29,2%) 123 (73,2%)  

Período dos sintomas     

Prolongado 4 (2,4%) 4 (2,4%) 8 (4,8%)  

Intermediário 25 (14,9%) 19 (11,3%) 44 (26,2%) 0,575 ( X² =1,10) 

Curto 74 (44%) 42 (25%) 116 (69%)  

Vacinação contra 
COVID-19     

2º dose 4 (2,4%) 8 (4,8%) 12 (7,1%)  

3º dose 51 (30,4%) 31 (18,5%) 82 (48,8%) 0,112 ( X² = 4,38) 
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4º dose 48 (28,6%) 26 (15,5%) 74 (44%)  

Não se vacinou 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)  

Medicação     

Sim 53 (31,5%) 8 (4,8%) 61 (36,3%) <0,001 ( X² = 26,41)* 

Não 50 (29,8%) 57 (33,9%) 107 (63,7%)  

Fuma cigarros     

Sim 8 (4,8%) 3 (1,8%) 11 (6,5%) 0,421 ( X² = 0,64) 

Não 95 (56,5%) 62 (36,9%) 157 (93,5%)  

Uso de bebidas alcoólicas     

Não 20 (11,9% 14 (8,3%) 34 (20,2%)  

Raramente 68 (40,5%) 34 (20,8%) 103 (61,3%) 0,198 ( X² = 3,23) 

Regularmente 15 (8,9%) 16 (9,5%) 31 (18,5%)  

Comorbidades     

Sim, 1 tipo 13 (7,7%) 4 (2,4%) 17 (10,1%)  

Sim, 2 tipos 4 (2,4%) 2 (1,2%) 6 (3,6%) 0,337 ( X² = 3,38) 

Sim, 3 tipos 2 (1,2%) 0 (0%) 2 (1,2%)  

Não 84 (50%) 59 (35,1%) 143 (85,1%)  

Atividade Física     

Não 63 (37,5%) 31 (18,5%) 94 (56%) 0,087 ( X² = 2,93) 

Sim 40 (23,8%) 34 ((20,2%) 74 (44%)  

Dosagem De Vitamina D     

Não 71 (42,3%) 55 (32,7%) 126 (75%) 0,022 ( X² = 5,22) * 

Sim 32 (19%) 10 (6%) 42 (25%)  

 

Os valores P valuecomparando os critérios com sexo biológico masculino e feminino são resultados do teste X². 

* Estatisticamente significante p ≤ 0,05. Fonte: Elaborada pela autora (2025) 
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Para observar se há correlação entre as variáveis idade, sexo, etnia, gravidade, período de infecção, sequelas, vacinas, se toma 

medicamentos de uso contínuo, de apresenta comorbidades, pratica atividade fisica, fuma, bebe e realizou a dosagem de vitamina D foi realizado 

o Teste de Correlação de Spearman, um teste não paramétrico. Os resultados foram sintetizados na Tabela 2 e o nível de significância utilizado 

foi (p<0,05).  

Tabela 2. Resultados do teste de Correlação de Spearman (n=168). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os valores P value (Sig.) c são resultados do teste de correlação de Spearman. * Estatisticamente significante p ≤ 0,05. Fonte: Elaborada pela autora (2025) 
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Correlações significativas (p<0,05) foram encontradas entre idade e as seguintes 

variáveis: período de sintomatologia (rS = 0,261; p<0,001); Sequela (rS = 0,332; p = 0,005); 

Vacina (rS = 0,218; p = 0,005); Comorbidade (rS = 0,065; p = 0,032); e Atividade Física (rS = 

0,152; p = 0,048). Entre sexo biológico houve correlação com etnia (rS = 0,253; p = 0,001), 

gravidade (rS = 0,233; p < 0,001), medicação (rS = 0,398; p < 0,001) e vitamina D (rS = 0,176; 

p = 0,022) . Entre etnia e gravidade (rS = 0,268; p < 0,001). 

Também foram encontradas correlações significativas entre gravidade e as variáveis: 

período de sintomatologia (rS = 0,548; p < 0,001) e sequelas (rS = 0,321; p < 0,001); Entre 

sequelas foi observado correlação com período de sintomatologia (rS = 0,518; p < 0,001) e 

medicação (rS = 0,230; p  = 0,003); A correlação foi significativa entre vacina e comorbidade 

(rS = 0,168; p = 0,029) e entre vacina e atividade física (rS = 0,169; p = 0,028). Por fim, a 

medicação utilizada está correlacionada com comorbidade (rS = 0,382; p < 0,001) e vitamina 

D (rS = 0,193; p = 0,012). 

Os dados dos polimorfismos genéticos estudados neste trabalho estão reunidos nas 

Tabelas 3, 4 e 5. Entre esses dados estão a quantidade e frequência dos genótipos de 

homozigotos selvagens (N/N), heterozigotos (N/M) e homozigotos mutantes (M/M), tanto no 

que foi observado na amostra quanto o que era esperado em um população. Também foi 

tabelado a frequência dos genótipos por sexo biológico, feminino e masculino, a frequência 

alélica e o P value que mostra o nível de significancia a partir do teste X² (p<0,05). 

Na síntese da frequência do polimorfismo do gene Cistationina Beta Sintase (CBS) 

(Tabela 3) é possível observar que o genótipo mais frequente é o N/N (homozigoto selvagem) 

em 103 indivíduos (78,6%), 68 (51,9%) mulheres e 35 (26,7%) homens. O genótipo N/M 

(Heterozigoto) foi observado com maior frequência em homens (10,7%) do que em mulheres 

(7,6%) assim como o genótipo menos frequente na população, o homozigoto mutante (M/M), 

também encontrado com maior frequência em indivíduos do sexo masculino (2,3%) do que do 

feminino (0,8%).  

Com relação a frequência alélica, os alelos selvagem (N) e mutante (M) tem 

frequência de 0,87 e de 0,13, respectivamente. 

Há diferença entre o número de indivíduos homozigotos selvagem, heterozigoto e 

homozigoto mutante, observada (103; 24 e 4) e esperada (100,95; 28,09 e 1,95). Isso mostra 

que, para o gene CBS, a população não está no equilíbrio de Hardy-Weinberg, pois o valor de 
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qui-quadrado (X²) é 78,07, maior que o valor crítico de 3,84 (p<0,05). O quadro com os 

valores críticos da distribuição X² se encontra nos anexos (Anexo D). 

O teste exato de Fisher realizado no software Genepop teve resultado estatisticamente 

significativo, mostrando associação entre as variantes do gene CBS e a COVID-19. 

Tabela 3. Polimorfismos do gene CBS em pessoas que tiveram COVID-19  

Polimorfismo 

(CBS) Feminino Masculino Total Frequência Alélica 

Homozigoto 

Selvagem Heterozigoto 

Homozigoto 

Mutante P value 

    N M Esperado Esperado Esperado  

M/M 1 (0,8%) 3 (2,3%) 4 (3,1%)      <0,001 

N/M 10 (7,6%) 14 (10,7%) 24(18,3%) 0,87 0,13 100,95 28,09 1,95 X² = 78,07 

N/N 68 (51,9%) 35(26,7%) 103 (78,6%)       

 79(60,3%) 52 (39,7%) 131 (100%)       

Os valores P value (Sig.)  são resultados do teste X².. Fonte: Elaborada pela autora (2025) 

 

A partir dos dados de frequências do polimorfismo do gene Fator V de Leiden (FV) 

(Tabela 4) foi possível observar que nessa amostra da população foi observado somente dois 

genótipos, o homozigoto selvagem (N/N) em maior frequência e o heterozigoto (N/M). Entre 

o genótipo mais frequente foram observados 100 indivíduos (90,9%), 55 (50,1%) mulheres e 

45 (40,9%) homens. O genótipo N/M (heterozigoto) foi observado o total de 10 indivíduos 

(9,1%), com maior frequência em mulheres (5,5%) do que em homens (3,6%). Com relação a 

frequência alélica, o alelo selvagem (N) tem frequência de 0,95 e o alelo mutante (M) aparece 

com frequência de 0,05. 

Foi possível observar que a diferença entre o número de indivíduos homozigotos 

selvagem, heterozigotos e homozigotos mutantes observada (100; 10 e 0) e esperada 

(100,002; 9,54 e 0,22) é pequena. Isso mostra que, para esse gene FV, as frequências 

genotípicas da amostra estão de acordo com o equilíbrio de Hardy Weinberg, pois o valor de 

Qui-quadrado é 0,076, menor que o valor crítico de 3,84 (p<0,05).  
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Tabela 4. Polimorfismos do gene FV em pessoas que tiveram COVID-19  

Polimorfismo 

(FV) Feminino Masculino Total Frequência Alélica 

Homozigoto 

Selvagem Heterozigoto 

Homozigoto 

Mutante P value 

    N M Esperado Esperado Esperado  

M/M 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)      0,076 

N/M 6 (5,5%) 4 (3,6%) 10 (9,1%) 0,95 0,05 100,22 9,54 0,22 X² = 0,092 

N/N 55 (50,1%) 45 (40,9%) 100 (90,9%)       

 61 (55,5%) 49 (44,5%) 110 (100%)       

Os valores P value (Sig.)  são resultados do teste X². Fonte: Elaborada pela autora (2025) 

 

A frequência do polimorfismo do gene Protrombina (Tabela 5) na amostra da 

população deste estudo resultou em somente dois genótipos, o homozigoto selvagem (N/N) 

em maior frequência e o heterozigoto (N/M). O genótipo (N/N), o mais frequente,  inclui 100 

indivíduos (98%), a maioria mulheres (61,8%). O genótipo N/M foi observado o total de 2 

indivíduos (2%) com frequência de mulheres igual a de homens (1%), com apenas um 

paciente de cada sexo biológico. A frequência alélica, o alelo selvagem (N) tem frequência de 

0,99 e o alelo mutante (M) aparece com frequência de 0,01. 

A diferença entre o número de indivíduos homozigotos selvagem, heterozigoto e 

homozigoto mutante observada (100; 2 e 0) e esperada (100,009; 1,980 e 0,009) foi pequena. 

Portanto, para esse gene da Protrombina a população está no equilíbrio de Hardy-Weinberg, 

pois o valor de Qui-quadrado é 0,707, menor que o valor crítico de 3,84 (p<0,05). 

 

 

 

 

 



48 

 

 

Tabela 5. Polimorfismos do gene Protrombina em pessoas que tiveram COVID-19  

Polimorfismo 

(FV) Feminino Masculino Total Frequência Alélica 

Homozigoto 

Selvagem Heterozigoto 

Homozigoto 

Mutante P value 

    N M Esperado Esperado Esperado  

M/M 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)       0,707 

N/M 1 (1%) 1 (1%) 2(2%) 0,99 0,01 100,009 1,980 0,009 X² = 0, 142 

N/N 63 (61,8%) 37(36,3%) 100 (98%)       

 64 (62,7%) 38 (37,3%) 102 (100%)       

Os valores P value (Sig.)  são resultados do teste X².. Fonte: Elaborada pela autora (2025) 

 

 

Os resultados dos testes de Correlação de Spearman entre os genótipos e os diferentes 

níveis de gravidade da COVID-19 estão sintetizados na Tabela 6. Com isso, foi observado a 

correlação entre os genótipos do gene FV e a gravidade da doença (p<0,05). 

 

Tabela 6. Resultados do teste de Correlação de Spearman 

 

 

 

 

 

 

 

Os valores P value (Sig.) são resultados do teste de Correlação de Spearman. * Estatisticamente significante p ≤ 

0,05. Fonte: Elaborada pela autora (2025) 

Gene  Coeficiente de Correlação (rS ) P value 

CBS -0,024 0,795 

FV -0,210 0,027* 

Protrombina  -0,086 0,388 
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6.​ DISCUSSÃO 

 

A maioria dos participantes da pesquisa são do sexo feminino. LEVORATO e 

colaboradores (2014) descreveram que as mulheres procuram serviços de saúde 1,9 vezes 

mais do que homens. Isso se deve ao fato de que historicamente há um senso comum de que 

os homens apresentam dificuldade a procurar por serviços de saúde Essa conclusão também 

está presente no estudo de BERTAKIS et al (2000), no qual revela que o público feminino 

realiza mais visitas à clínica de atendimento de atenção primária e serviços de diagnóstico. 

Por essas questões culturais e sociais esses dados de saúde corroboram para o motivo do 

predomínio de mulheres na doação de amostras de sangue para a realização de exames 

laboratoriais para este projeto, já que houve diferença estatística significante (p<0,05) entre 

sexo biológico. 

MAYOR (2015) discute que apesar das mulheres apresentarem vantagem em relação a 

expectativa de vida, há uma desvantagem acentuada com relação a mortalidade, uma vez que 

individuos do sexo feminino apresentam mais doenças físicas e mentais queos homens. No 

questionário, 53 mulheres responderam que usam algum medicamento de uso contínuo, 

enquanto apenas oito homens fazem o uso destes.   

Dentre os medicamentos de uso contínuo, os que apareceram com maior frequência 

nas respostas do questionário foram antidepressivos, medicamentos para pressão alta e 

anticoncepcionais, sendo que os anticoncepcionais têm relação direta com eventos 

trombóticos em mulheres. MARQUES, MARTINS & DEUNER (2024) relatam que o uso 

desse método contraceptivo, principalmente os que contêm um maior teor de estrogênio e 

progesterona de terceira geração, aumentam significativamente o risco de TVP e embolia 

pulmonar, tema também estudado e discutido  nesse projeto.  

Com relação a etnia, o estudo de SILVA & RESENDE (2024) a política de cotas 

raciais implantada no Brasil é um fator importante e que aumentou o ingresso de negros e 

pardos no ensino superior. A Lei de Cotas aumentou em mais de 200% a entrada de negros 

nas universidades segundo dados de 2019 (SILVA & RESENDE, 2024). Todavia, no presente 

estudo, os participantes são alunos (maioria) e funcionários de uma universidade pública. Ao 

contrário do que é relatado por SILVA & RESENDE (2024) foi observado diferença no 

número de pessoas que se autodeclararam afrodescendentes (seis indivíduos) e 125 

caucasoides. Além disso, o valor de p mostrou significância na questão de etnia e o número de 
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participantes da pesquisa, levando a hipótese de que a quantidade de afrodescendentes na 

universidade pública ainda é pequena. 

O estudo de BARBOSA e colaboradores (2023) realizado em um hospital do estado 

de São Paulo mostrou que as formas moderada e grave da COVID-19 foram predominantes 

em individuos do sexo masculino. Isso reforça os resultados obtidos no presente estudo já que 

a forma grave da doença foi observada apenas em individuos do sexo masculino. 

RESENDE et al (2024) concluiu no estudo com pacientes do município de Juiz de 

Fora (MG), que ocorreu uma alta prevalência de sintomas característicos de COVID longa em 

homens. Entretanto, assim como nessa dissertação, não foram encontradas diferenças 

significativas entre as variáveis status de vacinação, idade, sexo biológico, etnia e fatores de 

risco. 

A vitamina D atua tanto como fator de proteção como pode ser prejudicial quando 

associada a COVID-19. BERNARDES (2024) e PARAMAIYAN e colaboradores (2025) 

relatam que a vitamina D apresenta propriedades anti-inflamatórias que diminuem a 

intensidade da cascata de citocinas provocadas pela forma mais grave da COVID-19, mas o 

excesso de vitamina pode causar um efeito prejudicial a saúde, a hipercalcemia. Esses 

resultados corroboram com o resultado significativo deste projeto, quanto  a dosagem de 

vitamina D nos participantes. Ainda que  PARAMAIYAN e colaboradores (2025) concluíram 

que não foi possível prever a quantidade, modo de administração e duração da vitamina, a 

dosagem de vitamina D é uma estratégia terapêutica para melhorar a qualidade de vida do 

paciente com COVID.  

Os trabalhos de BAUDUER & LACOMBE (2005) e ROSENDAAL & REITSMA 

(2009) ressaltam a importância do estudo das mutações nos genes do Fator V de Leiden e da 

Protrombina no campo da genética de populações. Esse último artigo destaca que a maioria 

dos portadores da mutação pode não desenvolver a doença, porém esses dados são antigos e 

foram reportados antes da pandemia de COVID-19 e as infecções de SARS-CoV-2 e, 

portanto, o vírus causador pode interferir nesses resultados. O estudo conduzido por 

SHIBEEB e colaboradores (2024) com uma amostra da população do Catar observou 

resultados semelhantes aos observados no presente estudo em relação à frequência de 

genótipos do gene Fator V de Leiden e Protrombina. Além disso, o genótipo homozigoto 

selvagem, naquela população do Oriente Médio, não foi observado por ser muito raro, assim 

como nas amostras desta dissertação.  



51 

BONINI-DOMINGOS e colaboradores 2005 mostraram que a mutação 644ins68 

causa na enzima CBS um fator de risco adicional para TVP. Essa informação é confirmada 

com a frequência aumentada de heterozigotos em pacientes com TVP, sugerindo um fator de 

risco ao desenvolvimento da doença. As amostras da população do trabalho desenvolvido pelo 

grupo e deste atual trabalho pertencem ao mesmo local de coleta, o Noroeste do estado de São 

Paulo. 

SEBASTIO e colaboradores (1995) destacaram quatro novas mutações no gene da 

CBS em italianos. A 844ins68 foi a terceira, uma inserção de 68 pb no exon 8 na base 844 que 

promove a indução de um códon de terminação prematura. Da SILVA et al (2017) descreveu 

que pensava-se, no início,  que o uso desse códon de parada prematura agregado a inserção de 

mRNA do gene CBS resultaria na tradução de uma enzima inativa. Porém, TSAI et al (1996) 

descreveu que a inserção forma um sítio de splicing alternativo que elimina a região inserida. 

Isso promove um mRNA normal e a enzima CBS funcional. Logo, de acordo com Da SILVA 

e colaboradores (2017) considerou-se que a inserção promova maior atividade da CBS.  

YANG (2020) mostrou que o avanço das pesquisas sobre o sulfeto de hidrogênio  

(H2S) indicou que esse composto pode ser eficaz no tratamento da COVID-19 principalmente 

para pacientes que apresentam diabetes, doenças cardiovasculares e distúrbios renais, 

condições que aumentam o risco de complicações. Esse autor mostra três maneiras de 

combater a doença. A primeira ocorre bloqueando a entrada do vírus na célula hospedeira, 

promovendo interferência com a TMPRSS2 e a ECA II. A segunda forma é inibindo a 

replicação do vírus, que consequentemente diminui a montagem e liberação viral. E por fim a 

terceira protegendo os danos no pulmão causados pelo SARS-CoV-2, eliminando a resposta 

imune e o desenvolvimento da inflamação. 

A partir desses dados, inferimos que com o funcionamento regular da enzima CBS 

mesmo com a mutação, catalisa o H2S, seguindo sua atividade normal promovendo o efeito 

protetor contra a COVID-19. Isso mostra a associação entre o polimorfismo do gene CBS e a 

doença. Neste trabalho, o teste exato de Fisher revelou-se estatisticamente significativo, 

comprovando a associação entre o polimorfismo CBS e a gravidade da COVID, dado que o 

alelo mutado foi observado em maior frequência no grupo caso comparado ao grupo controle. 

  

 

 



52 

7.​ CONCLUSÃO  

 

​ O presente estudo realizou a investigação da frequência dos polimorfismos que 

causam predisposição genética favorecendo eventos de Trombose Venosa Profunda em uma 

amostra da população de São José do Rio Preto com 188 pacientes. Com as informações 

presentes no questionário  foi possível concluir diferença estatística significativa para sexo 

biológico, etnia, gravidade, medicação e dosagem de vitamina D. Além disso, foi verificado 

que há correlações significativas entre fatores como idade versus sequelas e entre etnia versus 

gravidade da COVID-19.  

O estudo da frequência dos polimorfismos 844ins68 do gene da cistationina 

beta-sintase, G1691A do Fator V de Leiden e G20210A da protrombina permitiu a conclusão 

de que o genótipo mais frequente foi o N/N para todos os genes. Observou-se a correlação 

entre os genótipos do gene do FV de Leiden e a gravidade da COVID-19 com o teste de 

correlação de Spearman estatisticamente significativo. Concluiu-se também que há associação 

entre variantes do gene CBS e a COVID-19 por meio do teste exato de Fisher significativo.   
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - 

TCLE PARA COLETA DE NOVAS AMOSTRAS. 
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE DAS 

AMOSTRAS DO GRUPO CONTROLE 
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ANEXO C - APROVAÇÃO DO CEP  
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                                             ANEXO D - QUADRO COM OS VALORES CRÍTICOS DO TESTE DE QUI-QUADRADO 
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ANEXO E - QUESTIONÁRIO ELABORADO POR RIBEIRO (2022) 
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