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RESUMO

7

A definico para abortamento é o término da gravidez antes de 24
semanas de gestagcdo ou com peso fetal inferior a 500g. A incidéncia exata dos
abortamentos ndo é conhecida devido a dificuldade em reconhecer concepcgoes e
perdas no inicio da gravidez. Abortamento Recorrente (AR) € definido por dois ou
mais abortamentos consecutivos, sendo considerada uma enfermidade e néo
estando incluida entre os diferentes tipos de infertilidade. De todas as gestacdes
reconhecidas, 25% resultam em abortamento sendo que, 5% dessas mulheres
terdo a experiéncia de ter dois abortamentos consecutivos e 1% terdo trés ou
mais perdas. Em aproximadamente 50% dos casos de AR n&o é encontrada uma
causa explicavel, sendo entdo classificada como idiopatica. Trombofilias
consistem em desordens hemostaticas as quais levam a uma maior tendéncia a
processos tromboembdlicos, podendo também estar relacionadas a AR. O
objetivo geral do presente trabalho é investigar mutacdes em genes relacionados
a fendmenos de trombofilia em mulheres com duas ou mais perdas gestacionais.
Nosso numero amostral foi de 145 mulheres com no minimo dois abortamentos
consecutivos e 135 sem historico de perdas gestacionais, oriundas do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e do Hospital Fémina. O DNA gendmico foi obtido de
amostra de sangue e de saliva. Os genotipos foram determinados através de real
time PCR. As frequéncias encontradas dos alelos investigados no grupo de casos
foram: 29,3% para o polimorfismo 677T do gene MTHFR (metilenotetrahidrofolato
redutase), 1,0% para FVL (Fator V de Leiden) do gene FV, 0,4% para 20210A do
gene FIll (protrombina), 31,4% para -786C e 23,8% para 894T do gene eNOS
(6xido nitrico sintase endotelial), as quais estédo relacionados a trombofilias e tém
sido associados a AR. Nao encontramos diferencgas estatisticamente significativas
nas frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos estudados entre
mulheres com AR e grupo controle. Também o habito de fumar combinado a
presenca dos alelos de risco para as variantes aqui estudadas nao parece ser

determinante na enfermidade, mas o niumero de mulheres que relataram consumir



alcool sugere que a substancia pode estar relacionada a AR. Nossos dados nédo
concordam com a proposicao de que esses polimorfismos estejam relacionados

com AR em nossa populacéo.



ABSTRACT

The definition for abortion is the termination of pregnancy before 24 weeks
of pregnancy or fetal weight less than 500g. The exact incidence of miscarriages is
not known due to the difficulty in recognizing conceptions and losses at the
beginning of the pregnancy. Recurrent Miscarriage (RM) is defined by two or more
consecutive miscarriages, being considered an illness and is not included among
the different types of infertility. Of all recognized pregnancies, 25% result in
abortions and 5% of these women will have the experience of having two
consecutive miscarriages and 1% has three or more losses. In approximately 50%
of cases of RM is not found a cause that can be explained, and is then classified
as idiopathic. Thrombophilias consist of haemostatic disorders which lead to a
greater tendency to thromboembolic processes, and may also be related to the
RM. The general objective of this study is to investigate mutations in genes related
to the phenomena of thrombophilia in women with two or more miscarriages. Our
sample size was 145 women with at least two consecutive miscarriages and 135
without a history of miscarriages, from the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
and the Hospital FEmina. Genomic DNA was obtained from a sample of blood and
saliva. The genotypes were determined by real time PCR. The observed
frequencies of the polymorphisms investigated were: 29,3% to 677T MTHFR gene
(methylenetetrahydrofolate reductase), 1,0% to FVL (Factor V Leiden) FV gene,
0,4% to 20210A FII gene (prothrombin), 31,4% to -786T and 23,8% to 894T eNOS
gene (endothelial nitric oxide synthase), all of which are related to the
thrombophilias and have been associated with RM. We found no statistically
significant differences on genotypic and allelic frequencies studied polymorphisms
between women with RM and control group. Also the habit of smoking combined
with the presence of alleles of risk for the variants studied here does not seem to
be the decisive factor in illness, but the number of women who reported

consuming alcohol suggests that the substance is related to the RA. Our data do



not agree with the proposition that these polymorphisms are related with RM in our

population.



CAPITULO I. INTRODUCAO
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A definicdo para abortamento é o término da gravidez antes de 24
semanas de gestacdo ou com peso fetal inferior a 500g (WHO, 1977; RCOG,
2006). No entanto, para alguns autores, esta definicdo tem como limite a idade
gestacional de 20 semanas (Silver et al., 2011).

De acordo com Passos et al. (2001), abortamentos recorrentes ou de
repeticdo (AR) consistem na ocorréncia de duas ou mais perdas gestacionais
consecutivas, antes da viabilidade fetal (<24 semanas de gestacao).

As diretrizes do Royal College of Obstetricians and Gynaecologists (RCOG,
2006), definem as perdas gestacionais como:

- Gestacao quimica: gestacao com beta-hCG positivo seguida por um negativo,
sem confirmacao por ultrassonografia;

- Saco vazio: visualizacao de saco gestacional e auséncia do embrido;

- Perda fetal: identificacdo prévia do embrido ou feto seguida pela parada dos
batimentos cardiacos;

- Perda gestacional precoce: abortamento com menos de 12 semanas de
gestacao;

- Perda gestacional tardia: abortamento com mais de 12 semanas de gestacao;

- Gestacéao de localizacdo desconhecida: com beta-hCG positivo, mas sem a
visualizagao do saco gestacional.

A incidéncia exata dos abortamentos ndo € conhecida devido a dificuldade
em reconhecer concepcdes e perdas no inicio da gravidez. A principal causa dos
abortamentos sdo alteracbes cromossémicas, cuja incidéncia € de até 50% nas
perdas precoces e nao tém taxas significativas nas tardias. Estima-se que 25%
das gestacdes clinicamente reconhecidas resultam em abortamento espontaneo.
Quando consideradas aquelas gestagdes que n&o séo reconhecidas clinicamente
esta proporcdo pode ser maior. Apenas 30% de todas as concepcgdes resultam
em um bebé nascido vivo (Macklon et al., 2002; ASRM, 2008; Ford and Schust,
2009).



[.1 Abortamentos recorrentes ou de repeticédo (AR)

AR é definido por dois ou mais abortamentos consecutivos, sendo
considerada como uma enfermidade, ndo estando incluida entre os diferentes
tipos de infertilidade. De todas as gestacdes reconhecidas, 25% resultam em
abortamento sendo que, 5% dessas mulheres terdo a experiéncia de ter dois
abortamentos consecutivos e 1% terdo trés ou mais perdas (ASRM, 2008). Em
aproximadamente 50% dos casos nao é encontrada uma causa explicavel, sendo
entdo classificada como idiopatica (Ford and Schust, 2009). Dados disponiveis
até o momento sugerem que mulheres com AR nuliparas tém um risco de perda
na gestacdo subsequente de 30% apOs dois abortamentos e de 33% apods trés
perdas (ACOG, 2001). Assim, aconselha-se a investigacdo a partir de duas
perdas quando a paciente ainda nao tem filhos (Ford and Schust, 2009).

A figura 1 resume as causas conhecidas de AR. Para muitos casos sera
encontrada uma causa para AR, sendo um numero pequeno de etiologias
reconhecidas. As causas para AR podem ser genéticas, anatbmicas, endocrinas,
infecciosas, autoimunes e trombofilias (Ford and Schust, 2009). Entre 2% e 4%
dos casos estdo associados a causas genéticas, como rearranjo estrutural
cromossOmico balanceado. Anormalidades anatomicas uterinas sdo encontradas
em 10% a 15% das mulheres com AR, onde o septo uterino € a anomalia uterina
congénita mais relacionada a AR e responsavel por 76% das perdas entre as
mulheres com distor¢des da cavidade uterina (Lin, 2004). Sindrome dos ovarios
policisticos e diabetes mellitus estdo entre os problemas endocrinolégicos que
podem levar a episédios de AR. Outros, como defeito de fase Ilatea,
hipotireoidismo e hiperprolactinemia também compdem a lista que implica em
aproximadamente 17% a 20% (Stephenson, 1996). Algumas infec¢cdes causadas
pelo virus do herpes, toxoplasmose e rubéola estdo associadas a abortamentos
espontaneos esporadicos (Ford and Schust, 2009). No entanto, ainda ndo esta
clara qual a incidéncia de AR relacionados a infec¢cbes maternas (Fox-Lee and
Schust, 2007). A Sindrome do anticorpo antifosfolipideo € uma doenca autoimune
a qual se tem dado mais atencao, pois esta diretamente relacionada a AR. Entre

3% e 15% dos AR sédo causados por esta sindrome autoimune (ASRM, 2008). Ja
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entre as trombofilias hereditarias, estdo deficiéncia ou defeitos dos fatores
antitrombina, proteinas C e S e algumas muta¢des em genes relacionados a rota

da coagulacéo sanguinea (Tranquilli et al., 2010).

2%-5%
Fatores 10% - 15%
genéticos Fatores

anatomicos

40% - 50%
inexplicado 29%
incluindo trombeofilias e l Autoimune
ndao-APS
0,5%-5%
Infecgoes
17%-20%
Fatores
endocrinos

Figura 1: Etiologia dos Abortamentos Recorrentes.
APS, antiphospholipid antibody syndrome (adaptado de Ford and Schust, 2009).

.2 Trombofilias

O estabelecimento do sistema vascular Utero-placentario adequado e sua
eficiente manutencéo sdo essenciais para 0 prosseguimento de uma gestacao.
Sao as modificacbes préprias da gestacao e o estado de hipercoagulabilidade que
mantém a circulacdo sanguinea placentaria, devido a elevacao dos fatores pro-
coagulantes e a reducéo dos fatores anticoagulantes e fibrinélise (Krabbendam et
al., 2005). Em uma gravidez normal ha um aumento no débito cardiaco e uma
redugéo da resisténcia vascular sistémica da mulher. Apés o parto, estes niveis
voltam ao normal gradualmente (Clapp and Capeless, 1997).

Desde as primeiras semanas de gestacédo ocorrem grandes mudangas na
hemodinamica, devido principalmente aos niveis de metabdlitos vasoativos da
gestante. Este fendmeno consiste de reducdo na pressdo arterial e resisténcia

vascular sistémica e pulmonar, ocorrendo por aproximadamente quatro semanas
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(Phippard et al.,, 1986) e estendendo-se até a metade da gravidez (Clapp and
Capeless, 1997). O estado ativo de vasodilatagdo da vascularizacao arterial
periférica € mantido pela continua sintese de oxido nitrico (NO) (Vallance et al.,
1989). As células endoteliais liberam o NO e dessa maneira mantém a funcao
endotelial e manutencdo da diminuicdo da resisténcia vascular periférica. Sua
disfuncdo parece estar envolvida na hipertensdo gestacional ou pré-eclampsia
(McCarthy et al., 1993; Roberts and Redman, 1993). A atividade pro-coagulante é
uma importante caracteristica da gravidez (Grandone et al., 1998). Durante uma
gestacdo normal ha um aumento dos fatores de coagulacao I, Il, VII, VIII, IX e Xl
juntamente com um decréscimo nos niveis de proteina S e inibicdo da fibrindlise
(Bremme, 2003). Estas mudancas fisiologicas de hipercoagulabilidade podem
estar relacionadas a um desenvolvimento adequado da placenta e promover um
mecanismo seguro de homeostase ao longo da gestacao (Tranquilli et al., 2010).

As trombofilias podem ser hereditarias ou adquiridas. Consistem em
desordens hemostéaticas as quais levam a uma maior tendéncia a processos
tromboembdlicos (Krabbendam et al., 2005). Alguns polimorfismos relacionadas a
trombofilias, como o FVL (Fator V de Leiden) do gene FV, 677C>T do gene
MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase), 20210G>A do gene FllI (protrombina),
e 894G>T, e -786C>T do gene eNOS (oxido nitrico sintase endotelial), tém sido
associados a AR (Lissalde-Lavigne et al., 2005; Sehirali et al., 2005; Yenicesu et
al., 2009; Raffaelli et al., 2010; Shin et al., 2010;). Além disso, as deficiéncias de
anticoagulantes da proteina C, proteina S e antitrombina Ill também mostram um
risco aumentado para trombose e sao incluidas como causas de AR (Laurino et
al., 2005; Rai and Reagan, 2006).

As combinacgbes de trombofilias podem favorecer o aumento de perdas
fetais recorrentes. De acordo com Laurino et al. (2005) a identificacdo de uma ou
mais trombofilias hereditarias nas mulheres com AR pode ajudar nas
investigacbes para compor os fatores de risco, incluindo deficiéncias em
anticorpos antifosfolipidios, hiperhomocisteinemia, antitrombina Ill, proteina C e
proteina S.

Na tabela 1 estdo representados os polimorfismos relacionados as

trombofilias hereditarias, bem como suas respectivas frequéncias nas populacdes
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brasileira e geral caucasianas. Para os polimorfismos do fator V e do fator Il, ndo
foram localizados estudos que estimem as frequéncias na populagéo brasileira,
sendo utilizada a frequéncia encontrada em um estudo de caso controle (Sabino
et al., 2006).

1.3 MTHFR e o ciclo do &cido félico

O gene metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) humano esta localizado
no cromossomo 1 na posicdo 1p36.3 e codifica a proteina 5,10-
metilenotetrahidrofolato redutase, a qual cataliza a reducéo de 5,10-MTHF (5,10-
metilenotetrahidrofolato) para 5-MTHF (5-metiltetrahidrofolato) utilizando como
agente redutor o NADPH (Matthews,1986). O metiltetrahidrofolato doa um
grupamento metil no metabolismo da homocisteina para metionina e a deficiéncia
de MTHFR pode levar a um aumento nos niveis de homocisteina no sangue
(Jacques et al., 1996). Uma variante do 5-MTHFR (5-metilenotetrahidrofolato
redutase) localizada no éxon 4 do gene, descrita em 1988 por Kang et al., foi
associada a doencas da artéria coronariana. Esta foi denominada termolabil
devido a sua baixa estabilidade quando submetida a altas temperaturas em
ensaios in vitro. Pacientes homozigotos para o polimorfismo que codifica a
proteina termoldbil tém apenas 50% da atividade enzimatica normal,
consequentemente levando a um quadro de hiperhomocisteinemia.

O folato, também chamado de vitamina B9, € a forma circulante do acido
félico no organismo. E uma vitamina essencial para o0 homem por ser um anti-
anémico, além de ser um fator de crescimento. Sua acdo como coenzima €
fundamental na divisdo celular, pois age na biossintese de purinas e acido
deoxitimidilico, necessarios na sintese de DNA e RNA. O papel do folato € de
grande importancia na sintese e no reparo do DNA (Krishnaswamy and
Madhavan, 2001; Craciunescu et al., 2004). Durante a gravidez, o folato é
indispensavel para o rapido crescimento e multiplicagdes celulares do feto. Devido
a seu envolvimento na sintese de DNA e RNA, é preciso um suprimento
adequado de folato na gestacdo, pois também esta envolvido no aumento do

namero de eritrocitos, volume uterino e crescimento da placenta (Scholl and
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Johnson, 2000). O folato ndo é produzido no organismo, devendo entdo ser obtido
através da dieta. As principais fontes de &cido folico sdo os vegetais verdes,
cereais, figado e algumas frutas citricas (Finglas et al., 2003).

A figura 2 representa o ciclo do acido félico, o qual ocorre em duas etapas:
inicia com a reducdo a sua forma ativa conhecida como tetrahidrofolato (TH) e
entdo a 5,10-MTHF, ap6s ser absorvido pelo organismo. A enzima
metilenotetrahidrofolato redutase, codificada pelo gene MTHFR, tem uma
atividade muito importante, pois € ela que catalisa a conversédo do 5,10-MTHF a
5-MTHF, forma circulante do &cido félico. O produto final sdo grupos metil
utilizados na metilacdo do DNA e biossintese de nucleotideos (Goyette et al.,
1994). Na segunda etapa a homocisteina € remetilada a metionina através da
reacao catalisada pela metionina sintase, codificada pelo gene MTR. Assim,
ocorre a producdo de SAM (S-adenosilmetionina), o qual serve de doador
universal de grupos metil para metilagdo de DNA e a vitamina B12 entra no ciclo
como um cofator na sua producdo (Leclerc et al., 1996). A metionina sintase se
torna inativa ao longo do ciclo porque o seu cofator, a cobalamina é oxidada ao
longo do ciclo e inativa a enzima. Esta uUltima € restaurada apés sua reducéo e
metilagdo promovida pela SAM. E a enzima metionina sintase redutase,
codificada pelo gene MTRR requerida durante o processo de reducdo da
metionina sintase que a mantém funcionante (Leclerc et al., 1996). Para
completar, a cistationina B-sintase é outra enzima importante no ciclo do acido
félico, pois participa na biotransformacdo da homocisteina, condensando
homocisteina e serina para formar cistationina durante a primeira reacao de
transulfuracdo do metabolismo da homocisteina. Esta reacdo € de grande
importancia, pois é nela que havera a reducdo nos niveis de homocisteina no
organismo (Kraus et al.,, 1993). Uso de acido fdlico e outras vitaminas do
complexo B e polimorfismos funcionais em enzimas do metabolismo do folato séo
0S principais responsaveis pela concentracdo de homocisteina no organismo
(Schneede et al., 2000). A homocisteina € um aminoacido sulfurado, sintetizado a
partir do metabolismo da metionina. Sdo duas as reacfes de metabolismo da
homocisteina: transulfuracdo e remetilacdo. A reacdo de transulfuracdo é a

condensacdo da homocisteina com a serina, formando a cistationina, sendo esta
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reacdo irreversivel. J& na reacdo de remetilacdo ha a reversdo da homocisteina

em metionina.

DIETA

o Acido félico
Deexiuridina |

monofosfato l

/ Dihidrofolato

/—» Tetrahidrofolate
W
5. 10-metileno-

Metionina

Metionina sintase
VitaminaBl12

- ) S-adenosilmetionina
IMetionina sintase redutase

S-adenosilhomocisteina €/

Timidilato i S-metiltetra- Homocisteina,
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Figura 2: Representacdo esquematica do ciclo do &cido folico.
(Adaptado de Sharp and Little, 2004)

O é&cido félico € o principal doador de grupamentos metil na via de
remetilacdo da homocisteina. Quando ha inibicdo dessa via devido a deficiéncia
de vitaminas ou de enzimas, o resultado serd o acumulo do aminoacido no
plasma, levando a hiperhomocisteinemia. O aumento de sua concentracdo na
corrente sanguinea € reconhecido como fator de risco para trombose venosa
profunda, doencas vasculares periféricas e cardiovasculares (Figueir6-Filho e
Oliveira, 2007). Sugere-se que o mecanismo pelo qual a hiperhomocisteinemia
leva a algumas doencas coronarianas seja sua relacdo na aterogénese e
trombogénese, resultando numa hiperplasia da célula muscular e fibrose. A
propensdo a eventos trombéticos, somada a hiperhomocisteinemia pode resultar
numa falha de inibicdo da ativacdo plaquetaria juntamente com sua adeséo e
agregacéo, levando a um trombo oclusivo nas areas com injuria vascular (Welch
et al., 1997).
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A hiperhomocisteinemia tem sido relacionada a eventos de doengas
vasculares e perdas gestacionais recorrentes. Em pacientes com AR ainda néo é
sabido como a hiperhomocisteinemia poderia levar aos abortamentos, no entanto
postula-se que altos niveis desse aminoacido possam causar um dano endotelial
seguido de tromboembolismo venoso e insuficiéncia placentaria (Clark et al.,
1999; Mignini et al., 2005).

Frosst et al.,, (1995) identificaram uma substituicdo de C para T no
nucleotideo 677 do MTHFR em seu estudo com pacientes com doencas
cardiovasculares. Esse polimorfismo leva a troca do amino&cido alanina para a
valina. O alelo tanto em homozigotos quanto em heterozigotos foi correlacionada
ao efeito da termolabilidade da proteina.

A frequéncia do alelo T do polimorfismo 677C>T na populacéo brasileira
gira em torno de 30 a 40%, variando este percentual entre grupos étnicos. No
trabalho realizado em 1998 por Arruda et al. foi encontrada na populacao
brasileira uma frequéncia de 10% do gendtipo 677TT entre descendentes de
europeus, de 1,45% entre afrodescendentes e de 1,2% entre indigenas. No
trabalho de Brandalize et al. (2009) com mées de pacientes com sindrome de
Down, foi encontrada uma frequéncia de 9,2% do gendétipo 677TT e 47,2% do
gendtipo 677CT na populacéo controle de mulheres euro-descendentes de Porto
Alegre.

I.4 Fator V de Leiden e Fator Il (protrombina)

O gene do fator V (FV), localizado no cromossomo 1 (q24,2) contém 25
exons (Ridell et al., 1987; Wang et al., 1988; Cripe et al., 1992). O FV tem funcao
de cofator ndo-enziméatico junto ao fator Xa durante a converséo da protrombina
(Davie et al., 1979). Uma alteragdo no gene que codifica o fator V foi descrita em
1994 por Bertina et al. e consiste em uma mutagdo de ponto (G para A no
nucleotideo 1691 com substituicdo de uma arginina no aminoécido 506 por
glutamina) no exon 10, a qual confere uma atividade resistente a degradacéao pela
atividade da proteina C. A proteina mutada mantém sua atividade pro-coagulante

pois sua ativacdo se da normalmente. No entanto ela € menos suscetivel a
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inativagdo pela proteina C, fazendo com que a atividade da protrombina persista e
o estado de hipercoagulabilidade também (Camire et al., 1995; Kalafatis et al.,
1995). Na figura 3 esta representada a cascata de coagulacédo sanguinea.

A prevaléncia do polimorfismo na populacdo mundial varia entre 0s grupos
étnicos. Entre os caucasianos a frequéncia é de 4 a 5%, enquanto é rara ou
ausente entre asiaticos, africanos, australianos e americanos nativos. Individuos
heterozigotos para o Fator V de Leiden tém um risco aumentado em 7 vezes de
apresentar trombose venosa e este risco é aumentado em 80 vezes entre
individuos homozigotos (Rees et al., 1995).

O gene do fator Il (FIl ou protrombina) esta localizado no cromossomo 11
(p11,2) (Royle et al.,, 1987). A protrombina € uma proteina dependente de
vitamina K e tem papel importante na coagulacao e na sua regulacdo. Durante o
estagio final da cascata de coagulacdo a protrombina € convertida a trombina na
presenca dos fatores Xa e Va, além de ions célcio e fosfolipideos (Pajic, 2010).

A segunda forma mais relatada de trombofilia hereditaria € da mutacéo
descrita por Poort et al. em 1996: 20210G>A no gene da protrombina, uma
substituicdo de G para A na posi¢ao 20210 no exon 14 da sequéncia. A mutacao
estd localizada na regido 3’ ndo traduzida aumenta a concentragdo de
protrombina circulante. Esta substituicdo representa uma mutacdo de ganho de
funcdo, onde ha um maior reconhecimento do sitio de clivagem na sequéncia, seu
processamento e acumulo de mRNA causando um aumento na expressao da
proteina (Gehring et al., 2001).

A prevaléncia de 20210G>A na populacéo em geral varia de 0 a 4%, sendo
maior entre europeus e rara em asiaticos, africanos, australianos e americanos
nativos (Rosendaal et al., 1998).

Pesquisas recentes vém estudando a prevaléncia de variantes no FVL e Fli
em mulheres com perdas gestacionais sem explicacdo, mas as conclusdes ainda

séo conflitantes (Serrano et al., 2011).
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Figura 3: Representacdo esquematica da rota de coagulacdo sanguinea.

I.5 Polimorfismos em eNos (-786C>T e 894G>T)

O 6xido nitrico (NO) promove o relaxamento, o0 crescimento e a migracao
das células musculares lisas vasculares, além de inibir a adeséo de plaquetas e
leuocécitos junto ao endotélio vascular (Radomski et al., 1987; Garg and Hassid,
1989; Kubes et al., 1991; Sarkar et al., 1996). Essas caracteristicas mostram que
o NO é importante no efeito do tbnus vascular e pressao arterial (Hingorani et al.,
1999).

O gene da 6xido nitrico sintase 3 (NOS-3) que codifica a isoforma eNOS é
constituido de 26 éxons e localizado no cromossomo 7 (7q36) (Marsden et al.,
1993). Esta isoforma tem uma maior atividade na placenta durante o inicio da
gravidez (Sahin-Toth et al., 1997). E expresso no citotrofoblasto,
sinciciotrofoblasto e no endotélio vascular (Rossmanith et al., 1999). A producéo

de hCG (gonadotrofina coribnica humana) durante o primeiro trimestre é
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modulada pela expressdo de eNOS através da liberacdo de Oxido nitrico das
células do sinciciotrofoblasto. O eNOS induz a proliferacdo ao mesmo tempo que
reduz a diferenciacdo das células que compdem o trofoblasto, provavelmente com
uma possivel sincronizacdo do crescimento e desenvolvimento da placenta
(Sanyal et al., 2000).

Em 1999, Nakayama et al. observaram que uma substituicdo de uma timina
por uma citosina no nucleotideo 786 da regido promotora de eNOS levava a uma
reducdo da transcricdo do gene. Essa variante foi fortemente associada com
patologias coronarianas, como angina e infarto do miocardio. O polimorfismo
894G>T que compreende a troca de uma guanina por uma timina no nucleotideo
894 do exon 7 foi primeiro observado em 1998 por Yoshimura et al. e obteve uma
significativa associacdo com espasmo coronariano.

As variantes polimérficas do gene que sintetiza o NO endotelial (eNOS)
tém sido relacionadas com diversas doencas ligadas a problemas na
vasodilatacdo. Os polimorfismos -786C>T e 894G>T sao potencialmente

envolvidos com a rota aterogénica (Zhang et al., 2006).

Tabela 1: Polimorfismos relacionados as trombofilias hereditarias com suas
respectivas frequéncias para os alelos de risco nas populagdes brasileira e geral
caucasianas.

Gene Polimorfismo % Populacao %Populacédo
mundial brasileira
MTHFR 677C>T (rs 1801133) 40* 37,3°
FVL 1691G>A (rs 6025) 53 1,14
Fll 20210G>A (rs 1799963) 2° 3,6
eNOS promotor  -786C>T (rs2070744) 42° 41"
eNOS exon7 894G>T (rs1799983) 35° 29’

Fonte: ‘van der Put et al., 1997: 2Arruda et al., 1998: °Rees et al., 1995: “Sabino
et al., 2006; °Rosendaal et al., 1998; ®Tanus-Santos et al., 2001; ‘Sandrim et al.,
2006.
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Ha inumeros trabalhos relacionando AR e trombofilias. No entanto ainda
ndo ha um consenso sobre o real envolvimento destes polimorfismos que podem
levar a episodios tromboembdlicos com perdas gestacionais recorrentes
(Kovalevski et al., 2004). Segundo o Royal College of Obstetricians and
Gynaecologist (RCOG) e o American College of Obstetricians and Gynaecologist
(ACOG) nédo ha evidéncias suficientes que testes para trombofilias sejam
recomendados na investigagdo de AR; a European Society of Human
Reproduction and Embriology (ESHRE) recomenda o uso desses testes apenas
para uma investigacdo mais aprofundada, sem ser determinante (Carp, 2009).
Ndo h& evidencias de que o uso de anticoagulantes aumente as chances de
prosseguimento da gravidez (de Jong et al., 2011).
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CAPITULO II. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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Para muitas pacientes que procuram 0s servi¢cos de ginecologia € comum
gue a etiologia de abortamentos consecutivos permaneca incerta. As causas que
podem levar aos abortamentos sdo inumeras, no entanto, quando sdo esgotadas
todas as possibilidades de rastreamento s6 resta a frustracdo da paciente e de
seu médico. Ainda que diversas variantes em genes envolvidos em trombofilias ja
tenham sido implicadas em abortamentos consecutivos, ainda nao existe um
trabalho que analise conjuntamente a sua influéncia neste fenébmeno. Outra
questado a ser resolvida € qual € a proporcdo dos abortamentos recorrentes que

pode ser atribuida a estes fatores. Assim, 0s objetivos do presente trabalho séo:

Objetivo geral
Investigar mutacdes em genes relacionados a fendmenos de trombofilia e
de vasodilatagdo em mulheres com duas ou mais perdas gestacionais

consecutivas.

Objetivos especificos

1. Analisar a frequéncia dos polimorfismos de 677C>T do gene MTHFR
(metilenotetrahidrofolatoredutase), FVL (Fator V de Leiden) do gene FV e
20210G>A do gene FIlI (protrombina), também de 894G>T e -786C>T do gene
eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) entre mulheres com duas ou mais perdas
gestacionais consecutivas e em mulheres com pelo menos dois filhos e sem

histéria prévia de perdas gestacionais.
2. Analisar a interacdo desses polimorfismos entre si e com outros fatores de risco
para perdas gestacionais, como idade materna avancada, habito de fumar e

consumo de alcool.

3. Comparar o efeito de cada genétipo de MTHFR 677C>T, FVL, Fll eNOS -
786C>T e eNOS 894G>T sobre o nUmero de abortamentos.
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CAPITULO Ill. MATERIAL E METODOS
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Delineamento do estudo

Este trabalho consiste em um estudo de caso-controle. Os critérios de
incluséo e excluséo para o grupo de casos e controles foram os seguintes:
Casos:
- incluséo: ter histérico de no minimo duas perdas gestacionais consecutivas,
independente de ter outros filhos vivos;
- exclusdo: aquelas que nao tinham perdas consecutivas ou que tinham algum
tipo de aberracdo cromossémica ou ndo concordancia em participar do estudo.
Controles:
- inclusdo: nédo ter histéria prévia de perdas gestacionais e com no minimo dois
filhos vivos;
- exclusdo: mulheres com histéria de abortamento e ndo concordancia em

participar do estudo.

Grupo de estudo

Nosso numero amostral foi de 145 mulheres com no minimo dois
abortamentos consecutivos oriundas do Servico de Genética Médica do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre e da Unidade de Reproducdo Humana do Hospital
Fémina.

Mulheres do grupo controle foram convidadas a participar do projeto
através dos ambulatorios de ginecologia do HCPA e de Planejamento Familiar do
Hospital Fémina, formado por um nuamero amostral de 135 mulheres com no
minimo dois filhos e sem histoéria prévia de abortamentos espontaneos.

ApoOs esclarecimentos do objetivo desta pesquisa, o termo de
consentimento (anexo 1) foi entregue para assinatura, sendo disponibilizada uma
coOpia para cada paciente do grupo de AR e grupo controle. Em seguida foi
realizada uma entrevista estruturada (anexo 2), onde foram questionados dados
das gestacfes, abortamentos, filhos, habito de fumar e consumo de alcool, e a

coleta de material biol6gico.
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Analise molecular

O DNA gendmico das amostras de sangue foi extraido de acordo com a
metodologia de Lahiri & Nurnberger (1991). Nas amostras de saliva, a obtencao
do DNA foi realizada com o Kit Oragene® (DNA genotek) seguindo o protocolo do
fabricante.

As amostras de DNA foram quantificadas com o auxilio do equipamento
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) e padronizadas a uma concentracdo de 20
ng/uL.

Foram genotipadas as seguintes variantes relacionadas a trombofilias:
MTHFR (C667T; rs 1801133), FVL (1691G>A; rs6025), FIl (20210G>A,
rs1799963), eNOS exon 7 (894G>T,; rs1799983) e eNOS pro (-786C>T; rs
2070744). Os gendtipos foram determinados através de real time PCR, utilizando

Tagman SNP (Applied Biosystems).

Analise estatistica

Casos e controles foram comparados quanto a variaveis demograficas e
principais fatores de risco conhecido para abortamentos recorrentes. Para
variaveis numéricas usamos o teste Kruskal-Wallis e para variaveis categoricas o
teste qui-quadrado.

O equilibrio de Hardy-Weinberg para casos, controles e para a amostra
total também foi calculado, e a associacdo entre os polimorfismos e o0s
abortamentos foi analisada através da analise ¥°.

O Odds-ratio (OR) e o intervalo de confianca de 95% foram calculados
utilizando o gendtipo com o mais baixo risco como referéncia.

O envolvimento de fatores genéticos e ambientais com AR e a interacdo
dos polimorfismos entre si foram analisados através de regresséo logistica.

Todas as andlises foram realizadas com o programa estatistico SPSS

versao 20.
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Etica

Este estudo foi aprovado pelos comités de ética do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA; GPPG 09/582) e do Grupo Hospitalar Conceicdo (CEP/GHC
11-012).
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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Um total de 145 casos e 135 controles foi analisado. As caracteristicas dos
grupos de mulheres com AR (casos) e grupo controle estdo representadas na
tabela 2.

Foram consideradas com dificuldade para engravidar as mulheres que
relataram néo fazer uso de métodos contraceptivos e ter demorado mais de 12
meses para gestar.

No grupo de casos, 113 mulheres (77,9%) tinham apenas perdas
gestacionais com menos de 24 semanas, 6 delas (4,1%) somente perdas
gestacionais com mais de 24 semanas e 26 (17,9%) apresentaram em seu
historico tanto perdas com mais de 24 semanas como de menos de 24 semanas.

A média da idade entre os dois grupos foi comparada tomando-se a idade
materna durante a gestacao mais recente. As médias foram similares (p=0,436).

O numero de mulheres que relataram ter o habito de fumar até o dia da
entrevista do grupo de casos foi menor em relagéo ao grupo controle (p=0,021).

Um maior numero de mulheres do grupo de AR respondeu fazer uso de
alcool até o dia da entrevista e esta diferenca foi estatisticamente significativa
(p<0,05).

Casamentos consanguineos ocorreram em 3,4% no grupo de casos e em

0,7% no grupo controle.

Tabela 2: Caracteristicas da populacéo de estudo.

Caracteristica Caso N (%) Controle N (%) Valor de P
Idade [média (min - max)] 31,72 (17-49) 29,86 (17 - 42) 0,436*
Cor Branca [N (%)] 97 (66,90) 120 (88,90) 0,064*
Mulheres com filhos [N (%)] 35 (24,10) 135 (100) -
Abortamentos [média (min - méax)] 3,25 (2 - 13) 0 (0) -
Dificuldade engravidar [N (%)] 44 (30,30) - -
Habito de fumar [N (%)] 17 (11,70) 31 (23,00) 0,021z
Consumo de alcool [N (%)] 58 (40,00) 22 (16,30) <0,05*
IMC (média + DP) 26,33 (+4,32) - -
Consanguinidade [N (%)] 5 (3,40) 1(0,70) 0,239*
Habito de fumar e consumo de alcool [N (%)] 11 (7,58) 7 (5,18) 0,565*

* Qui-quadrado
“Teste exato de Fischer
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A tabela 3 resume os principais resultados de frequéncias genotipicas e
alélicas entre os dois grupos. Nao encontramos diferencas significativas nas
frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos estudados entre mulheres
com AR e grupo controle (genétipo MTHFR 677TT, OR 1,15 95% IC 0,45 - 2,97;
gendtipo FV de Leiden OR 0,69 95% IC 0,12 - 3,74; Fll (protrombina) OR 0,31
95% IC 0,01 - 3,34; eNOS -786 (genotipos TC e CC) OR 0,80 95% IC 0,47 - 1,37
e OR 0,73 95% IC 0,33 - 1,63, respectivamente; eNOS 894G>T (gendtipos GT e
TT) OR 0,76 95% IC 0,45 - 1,29 e OR 0,73 95% IC 0,24 - 2,20, respectivamente).
Em nossa amostra de casos e controles nao foi encontrado o gendétipo
homozigoto para o alelo A da variante FVL. Também néo foi encontrado o

genaotipo homozigoto para o alelo A da variante FlI.

29



Tabela 3: Frequéncias genotipicas e alélicas em mulheres com AR (casos) e
mulheres sem AR (controles).

Polimorfismo Casos N (%) Controles N (%) OR (95% IC) p
MTHFR 677C>T (rs 1801133) N=145 N=135
cc 73 (50,3) 71 (52,6) 1,00
CT 59 (40,7) 53 (39,2) 1,08 (0,64 -1,83)  0,8500*
TT 13 (9,0) 11 (8,2) 1,15 (0,45-2,97)  0,9246*
c 205 (70,7) 195(72.2) 4 4g(0,73-1,58) 0,7584*
T 85 (29,3) 75 (27,8)
FVL 1691G>A (rs 6025) N=145 N=135
GG 142 (97,9) 131 (97,0) 1,00
GA 3(2,1) 4 (3,0) 0,69 (0,12 - 3,74)  0,7146*
AA 0 0 - -
G 287 (99,0) 266 (98,5)
0,70 (0,12 - 3,70 0,7162*
A 3(1,0) 4(1,5) ( )
FII 20210G>A (rs 1799963) N=145 N=135
GG 144 (99,3) 132 (97,8) 1,00
GA 1(0,7) 3(2,2) 0,31 (0,01-3,34) 0,3552*
AA 0 0 - -
2 267
G 89 (99.6) 67(98.9) 0,31 (0,01-3,32)  0,3566*
A 1(0,4) 3(1,1)
eNOS -786C>T (rs2070744) N=145 N=135
TT 71 (49,0) 58 (43,0) 1,00
TC 57 (39,3) 58 (43,0) 0,80 (0,47 -1,37) 0,4677*
cC 17 (11,7) 19 (14,0) 0,73(0,33-1,63) 0,5206*
T 199 (68,6) 174 (64,4)
0,83 (0,57 - 1,20 0,3383*
C 91 (31,4) 96 (35,6) ( )
eNOS 894G>T (rs1799983) N=145 N=135
GG 84 (58,0) 69 (51,1) 1,00
GT 53 (36,5) 57 (42,2) 0,76 (0,45-1,29)  0,3416*
TT 8 (5,5) 9 (6,7) 0,73 (0,24 -2,20)  0,7194*
G 221 (76,2) 195 (72,2)
0,81 (0,55-1,21 0,3264*
T 69 (23,8) 75 (27,8) ( )

*Qui-quadrado

A analise da regressao logistica sugere que ndo h4 associacdo entre os
genaotipos combinados entre si e com fatores como fumo e alcool.

Como a idade materna avancada é um fator de risco para AR, procuramos
verificar o efeito dos polimorfismos MTHFR 677C>T, eNOS -786C>T e eNOS

894G>T apenas entre mulheres que tiveram sua ultima gestacdo com menos de
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35 anos (tabela 4). A frequéncia dos alelos de risco para os trés polimorfismos

nao apresentou diferenca significativa entre os dois grupos.

Tabela 4: Frequéncias alélicas em mulheres <35 anos na Ultima gestacao.

Polimorfismo Casos N=92  Controles N=99 P
N (%) N (%)

MTHFR 677C>T 138 (75,00) 145 (73,23) 0,7816*
46 (25,00) 53 (26,77) '

eNOS 894G>T 141 (76,63) 142 (71,71) 0,5151*
43 (23,37) 52 (28,29) '

eNOS -786C>T 125 (67,93) 132 (66,66) 0,7687*
59 (23,07) 68 (33,34) '

* Qui-quadrado

Considerando mulheres que tiveram sua Ultima gestacdo com 35 anos ou

mais encontramos no grupo dos casos 51 mulheres e no grupo controle 32

mulheres. Esta diferenca néo foi estaticamente significativa (p=0,422).

Outra abordagem foi testar o efeito de cada genétipo de MTHFR 677C>T,
eNOS -786C>T e eNOS 894G>T sobre o numero de abortamentos. Para FVL e

FIl ndo foi possivel fazer este teste pois, em ambos o genétipo homozigoto para o

alelo de risco foi ausente. Nao houve diferenca significativa (Teste Kruskal-Wallis:
MTHFR 677C>T p=0,437; eNOS -786C>T p=0,911 e eNOS 894G>T p=0,486).
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CAPITULO V. DISCUSSAO
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Metade dos casos de abortamentos clinicamente reconhecidos permanece
com sua etiologia desconhecida (Ford and Schust, 2009). Neste trabalho, nés
comparamos mulheres que apresentavam historico de dois ou mais abortamentos
consecutivos com mulheres que nao tiveram abortamentos espontaneos e com
pelo menos dois filhos vivos. Ainda é controverso se polimorfismos relacionados &
trombofilias sédo responsaveis pelos AR. Em nossos resultados ndo foi verificado
um risco aumentado para abortamentos nas pacientes portadoras dos alelos de
risco para os polimorfismos estudados. Outros trabalhos também chegaram a
mesma concluséo.

Ha duas décadas alguns estudos tém apontado que mutacdes no MTHFR
podem se constituir como fatores de risco para trombose e abortamentos
habituais. Apesar de ainda ser incerto o mecanismo pelo qual o polimorfismo
levaria a complicacdes gestacionais, acredita-se que a hiperhomocisteinemia
causaria um dano endotelial e em seguida um tromboembolismo venoso e
insuficiéncia placentéria (Kang et al., 1988; Altomare et al., 2007).

Nés encontramos uma frequéncia de 40,7% e 9,0% de mulheres com
gendtipos CT e TT, respectivamente, para o polimorfismo dentro do grupo casos.
Esta porcentagem foi muito semelhante no grupo controle também (39,2% e
8,2%, respectivamente). A tabela 5 resume os principais resultados de estudos
com MTHFR 677C>T e AR.

Tabela 5: Distribuicdo genotipica de MTHFR 677C>T para mulheres com

abortamentos recorrentes e controles.

: . Caso % Controle %

Autor Ano Etnia Abortamentos; gesta¢cbes N cC cor 17T cC T 1T
Morales-Machinetal. 2009 Venezuela >2;<20semanas 30 33 60 7 50 38 58 4 >005*
Cardona etal. 2008 Colémbia =3;primeiro e segundo 93 409 46,2 129 206 451 40 146 048*

trimestre, pre-eclampsia

e restricdo do crescimento

intrauterino
Rodriguez-Guillénetal. 2009 México <20semanas 23 54,2 458 74 74,3 25,7 017*
D'Uva etal. 2008 Italia 22; <20 semanas 115 - - 30 75 - - 9,3 <0,001*

* Qui-quadrado

Morales-Machin et al., em 2009 realizaram seu estudo com MTHFR

677C>T entre 30 mulheres com AR e 50 controles venezuelanas, o qual também
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nao se demonstrou como fator de predisposi¢cdo para AR. Cardona et al. (2008)
avaliaram a propor¢cdo dos polimorfismos de MTHFR 677C>T e niveis de
homocisteina em mulheres com perdas gestacionais na Colbmbia e néo
encontraram relacédo entre os parametros. No trabalho realizado por Rodriguez-
Guillén et al. os autores verificaram um risco aumentado em 5 vezes para
abortamento espontdneo em mulheres com genétipo MTHFR 677TT quando
comparadas com aquelas de gendtipo CC e CT, no entanto ndo houve diferenca
estatisticamente significativa. Embora o estudo tenha sido realizado com 23 casos
e 74 controles, os autores observaram uma frequéncia elevada do alelo T na
amostra. Uma possivel explicacdo € a origem étnica das populacdes estudadas.
Mayor-Olea et al., (2008) verificaram em seu trabalho que a partir do século XX
houve um aumento da frequéncia do alelo T na populacdo espanhola. D’'Uva et
al., em 2008 verificou que pacientes italianas com genétipo MTHFR 677TT tinham
um risco maior de abortamentos e seu grupo controle também apresentou uma
frequéncia relativamente alta para o alelo. Em outros paises, incluindo a
Alemanha o polimorfismo parece ndo estar associado a AR (Morales-Machin et
al., 2009). A populacdo brasileira apresenta maior diversidade étnica devido a
imigragdo de europeus provenientes de Portugal, Italia, Espanha e Alemanha
(Salzano e Freire-Maia, 1967). Esta pode ser uma possivel relacdo entre a alta
frequéncia do alelo T e a ndo associacdo a AR.

Na metanalise conduzida por Wu et al. (2012), um efeito do genotipo
MTHFR 677TT s6 foi observado em mulheres com mais de trés perdas
gestacionais (OR=1,792; IC 95% 1,187-2,704; p=0,005). Em nossa amostra néao
encontramos esse efeito (DR=0,73; IC 95% 0,15-3,42; p=0,736).

No presente trabalho ndo foi realizada a dosagem de homocisteina nas
pacientes, mas alguns trabalhos demonstram que mulheres portando o alelo T
podem possuir niveis de homocisteina normais, como verificado por Powers et al.
em 2003 em 57 pacientes gravidas. Outro mecanismo independente dos niveis
deste aminoacido pode ser o responsavel pelos abortamentos (Altomare et al.,
2007). No entanto outros autores encontram associacdo significativa entre altos
niveis de homocisteina e o alelo T (Unfried, 2002). Segundo Mayor-Olea (2008), a

combinacdo de ambiente e diferentes niveis de atividade enzimética de MTHFR
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poderia influenciar na vitalidade do feto, e que o consumo de folato poderia
auxiliar os fetos de gendtipo 677C>T a sobreviverem e nascerem. Mutacdes em
MTHFR sédo associadas a varios problemas gestacionais como perdas de primeiro
trimestre e tardias, pré-eclampsia, defeitos de tubo neural entre outras. No
entanto € dificil encontrar evidéncias mais claras correlacionando mutacdes em
MTHFR e as adversidades que podem ocorrer durante uma gestacdo, sejam elas
a favor ou contra (Altomare et al., 2007).

Grande parte das pesquisas em trombofilia hereditaria também esta
relacionada com a mutacdo de ponto que substitui o nucleotideo G pelo A na
posicao 1691 no Fator V, denominada de Fator V de Leiden, a qual pode levar a
um quadro de hipercoagulacdo. Outra forma relatada em trabalhos com
trombofilias € o polimorfismo 20210G>A do Fator Il (protrombina). Esta ultima,
apesar de menos frequente na populacdo em geral, tem sido apontada como um
fator de predisposicdo a AR. Encontramos uma frequéncia de 2,07% de pacientes
no grupo casos de 2,97% no grupo controle para o genadtipo heterozigoto do FVL
enquanto que para o Fll as frequéncias foram de 0,69% entre os casos e de
2,23% do gendtipo heterozigoto entre os controles. Serrano et al. (2011)
compararam uma amostra de 100 pacientes portuguesas com trés ou mais
abortamentos de menos de 10 semanas e 100 controles, também n&o
encontrando associacdo entre FV e FIl com AR. Em 2004 Roqué et al.
investigaram a associacdo entre trombofilias herdadas e adquiridas e
abortamentos. Somente nas pacientes com perdas apés 14 semanas de gestacao
foi encontrado um risco aumentado quando essas apresentavam algum tipo de
trombofilia, entre elas Fll, FVL e hiperomocisteinemia concluindo que, quando a
circulacdo Uteroplacentédria ainda ndo € funcional, as trombofilias ndo sejam
responsaveis pelos abortamentos. No trabalho de Jivraj et al. (2009), foi
comparada uma amostra de 25 mulheres gravidas com genotipo FVL 1691GA
com histérico de AR e 307 mulheres gravidas com histérico de AR com gendtipo
FVL 1691GG (controles). A taxa de nascidos vivos foi mais baixa entre aquelas
com a mutacdo em um dos alelos em relagcdo ao grupo controle. No entanto a
diferenca néo foi estatisticamente significativa (12/25 ou 48% contra 175/307 ou
56,9%). Jivraj et al. em 2006 observaram que quando o casal apresentava mais
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de um polimorfismo para trombofilias, o risco de abortamento espontaneo em uma
futura gestacdo sem tratamento era duas vezes maior. Assim, concluiram que o
genotipo paterno para trombofilia poderia influenciar no sucesso da gravidez, por
inferéncia ao gendtipo fetal. Na nossa amostra, ndo houve diferenca entre os
grupos com perdas gestacionais de menos ou mais de 24 semanas, hem mesmo
em relacdo ao niumero de abortamentos e os polimorfimos em FVL e Fll. Os
polimorfismos paternos nao foram estudados em nossa amostra.

Polimorfismos do gene que sintetiza o NO endotelial (eNOS) ja séo
relacionados a muitas doencas ligadas a vasodilatacdo. J4 € sabido que -786C>T
e 894G>T sédo potencialmente envolvidos com a rota aterogénica (Zhang et al.,
2006). A isoforma NOS-3 tem uma maior atividade na placenta durante o inicio da
gravidez (Sahin-Toth et al., 1997) e eNOS é especialmente importante durante o
primeiro trimestre de gestacdo pois modula a producdo de hCG. Em nossa
amostra encontramos uma frequéncia de 31,38% do alelo de risco C entre os
casos e 35,56% no grupo controle para eNOS -786C>T. Ja para eNOS 894G>T,
essas frequéncias para o alelo de risco T em casos e controles foi de 23,80% e
27,28%, respectivamente. Visto que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa para nenhum dos polimorfismos relacionados a eNOS, os resultados
nao sugerem que estes estejam associados a AR. O trabalho realizado na Tunisia
por Zammiti et al. (2007) também ndo encontrou esta relagdo. Segundo o autor,
AR é complexo e regulado por mudltiplos padrdes genéticos. Polimorfismos
associados a vasodilatacao parecem exercer influencia sobre o fluxo e a pressao
sanguinea, no entanto ndo parecem ter qualquer consequéncia no resultado da
gestacdo (Zammiti et al., 2007). No trabalho realizado por Suryanarayana et al.
(2006) no Sul da india, 145 pacientes com pelo menos trés abortamentos e 99
mulheres do grupo controle foram comparadas e nao foi encontrada associagao
com eNOS 894G>T.

Verificamos uma frequéncia muito semelhante entre casos e controles
quanto a presenca dos alelos de risco para MTHFR 677C>T, eNOS -786C>T e
eNOS 894G>T no grupo de mulheres que tiveram sua Ultima gestacdo antes dos
35 anos. Este resultado reforca os achados de nosso estudo: a falta de

associacado entre esses polimorfismos e AR, uma vez que a idade avancada
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materna € um fator de risco para abortamentos espontaneos (Nybo Andersen et
al.,, 2000; Marquard et al., 2010). Também ndo encontramos diferenca
estatisticamente significativa em relagcdo ao nimero de mulheres com 35 anos ou
mais entre os grupos. No entanto, houve um maior nimero de mulheres com
idade avancada na ultima gestacdo no grupo caso. Erros meiéticos durante o
desenvolvimento dos odcitos em mulheres acima de 35 anos sdo mais
frequentes, aumentando as chances de aneuploidias embrionarias (Sullivan et al.,
2004; Garrisi et al., 2009). No entanto, a incidéncia de AR em mulheres nessa
faixa de idade ainda € desconhecida (Marquard et al., 2010).

Observamos em nossas andlises que mulheres com AR consomem mais
alcool em relacdo ao grupo controle e esta diferenca foi significativa. O alcool
apresenta efeitos adversos no sistema hemostatico, dependendo da quantidade e
do tipo de bebida alcodlica que é ingerida (Pomp et al., 2008). Apesar de ainda
ndo ser conhecido os mecanismos pelos quais o consumo de alcool leve a
abortamentos espontaneos, sabe-se que a substancia atravessa a barreira
placentaria. Assim, o feto fica exposto a concentracbes da substancia
semelhantes as do sangue materno (Freire, Padilha e Saunders, 2009), tornando
um ambiente indspito, pois o liquido amnidtico fica impregnado pela substancia,
uma vez que o metabolismo e a eliminacdo do alcool sdo lentos (Freire et al.,
2005). O élcool tem um efeito de reducdo do crescimento fetal por hipdxia e
elevacdo do estresse oxidativo. Assim, interferem nos processos celulares que
necessitam de oxigénio (Bosco e Diaz, 2012).

Quanto ao habito de fumar, houve um maior nimero de mulheres do grupo
controle que fazem uso da substancia e esse resultado apresentou significancia
estatistica (p=0,021). As mulheres que fizeram parte do nosso grupo caso sao
pacientes que ja estdo em tratamento para AR. H& um apelo por parte dos
médicos para que elas ndo facam uso do fumo. Segundo Dechanet et al. (2011),
0S compostos presentes no cigarro podem prejudicar o Gtero, bem como a
vascularizacdo do endométrio, promovendo um relaxamento do miométrio e

elevando o risco para abortamento.
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Também o consumo de alcool e habito de fumar combinados a presenca
dos alelos de risco para as variantes aqui estudadas n&o parecem ser
determinantes na enfermidade.

Menos de 5% de todos os casamentos no Brasil ocorre entre
consanguineos (Hamamy, 2011). Nossos dados de consanguinidade em ambos
0S grupos estdo dentro do esperado em nossa populacédo (3,4% para casos e
0,7% para controles; p=0,114). A proporcdo de consanguinidade no grupo de
casos foi maior do que nos controles, mas ndo houve diferenca estatisticamente
significativa.

Em concluséo, nossos dados nédo concordam com a proposi¢cao de que o0s
polimorfismos MTHFR 677C>T, FVL, Fll (protrombina), eNOS -786C>T e eNOS

894G>T estejam relacionados com AR em nossa populacao.
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CONSIDERACOES FINAIS
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As conclusdes do presente trabalho foram as seguintes:

1. As frequéncias dos polimorfismos FVL (Fator V de Leiden) do gene FV e
20210G>A do gene Fll (protrombina), também de 677C>T do gene MTHFR
(metilenotetrahidrofolatoredutase), 894G>T e -786C>T do gene eNOS
(6xido nitrico sintase endotelial) encontradas em mulheres com AR foram
semelhante as encontradas no grupo de mulheres sem historia prévia de

abortamentos;

2. A interagdo desses polimorfismos entre si e com idade materna avancada
nao diferiu entre os grupos. J4 o consumo de alcool pareceu ser um fator
de risco para AR. O habito de fumar foi mais frequente entre mulheres do

grupo controle, no entanto esta € uma questao de dificil interpretacao;

3. Ndo encontramos qualquer efeito de cada genétipo dos polimorfismos
MTHFR 677C>T, eNOS -786C>T e eNOS 894G>T sobre o numero de

abortamento.

Com os resultados obtidos no presente estudo, concluimos que o0s
polimorfismos MTHFR 677C>T, FVL, Fll (protrombina), eNOS -786C>T e eNOS
894G>T néo estdo relacionados com AR em nossa populagcdo. Nosso estudo
reforca a hipodtese ja sugerida em outros trabalhos realizados com AR e o0s
polimorfismos aqui estudados que estes ndo sao a causa das perdas recorrentes.
Embora esses polimorfismos estejam relacionados a trombofilias, talvez seja
necessaria uma reavaliacdo nos protocolos de investigagdo para AR em

pacientes da nossa populacao.
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ANEXO 1: VARIANTES GENETICAS RELACIONADAS A TROMBOFILIAS EM
MULHERES COM PERDAS GESTACIONAIS (GPPG 09/582)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostariamos de convida-los para participar de um estudo para investigacdo de
fatores de risco para perdas gestacionais recorrentes. Entre os fatores de risco estao
alteracbes hereditarias da coagulacado, e para o diagnéstico € necesséaria uma amostra de
sangue / saliva. Necessitamos de pacientes com perdas gestacionais recorrentes que
serdo comparados com pacientes que nao tiveram estas complicacdes. A sua participacao
€ importante para que possamos chegar a conclusdes que possam |he beneficiar ou a
outras pacientes em futuras gestacfes. A sua participacao € voluntaria, sem prejuizo de
seu tratamento, e vocé tem o direito de se retirar do estudo a qualguer momento, bastando
unicamente manifestar a sua vontade. As informacdes sdo confidenciais, e as conclusées
serdo utilizadas para publicacdo em revista cientifica.

Para viabilizarmos o estudo € necessario além de responder a um questionario,
sejam coletados 10mL de sangue de uma veia periférica / saliva. O volume coletado ndo
tem repercussado sobre seu organismo, e o risco da coleta de sangue pode ser a dor da
puncdo, a formacdo de uma pequena mancha escura na pele (equimose) ou um
sangramento minimo.

Os resultados dos exames de sangue / saliva estardo a sua disposicdo com 0s
pesquisadores no Servico de Genética Médica / Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Favor assinar a linha correspondente a seu nome, se estiver de acordo em participar
do estudo.

Nome da paciente:

Assinatura:

Porto Alegre, de de

Pesquisadores:

Dra. Maria Teresa Vieira Sanseverino — pesquisadora responsavel
Servigo de Genética Médica do HCPA — fone 3359-8011

Profa. Dra Lavinia Schiler-Faccini;

Prof. Dr. Eduardo Passos

Lucas Fraga — bolsista de inicia¢do cientifica
Caroline Gross Dutra — Aluna de Mestrado - PPGBM
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ANEXO 2: VARIANTES GENETICAS RELACIONADAS A TROMBOFILIAS EM
MULHERES COM PERDAS GESTACIONAIS

IDENTIFICACAO
Conjuge da Paciente

PO

Nome:

Data nascimento:

Idade:

Profissao/ocup:

Escolaridade:

Paciente

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

. Profisséo/ocup:
. Escolaridade:

. Peso habitual:
. Doenga auto-imune:
. Doencas tromboembodlicas:

Nome:

Endereco:

Bairro:

Cidade:

CEP:

Fone casa:

Fone Cel:

. Data nascimento:

Idade:

kg

Peso atual:

kg

Altura;

mIMC:___

Materna

Paterna

Familiares

Varizes

Trombose

AVC

Grupo Sanguineo:

Dificuldades para engravidar? ( ) Sim

Gestacgoes:

NV:

NM:

Abortamento espontaneo:
Abortamento provocado:
Filhos vivos:

(heredograma no verso)

Fator RH: ( ) positivo ( ) negativo

( ) Nao

( ) ndo sabe

Materna

Paterna

Obs

24,

Fumo

25.

Alcool

26.

Outras drogas

27.

Medicamentos

28.
de

Antecedentes
malformacao

29.

Grupo étnico

30.

Doencga crbnica
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31. Dados gestacionais:

NO
gest

Ano

Pre-
natal

local

Gesta

planej

Uso de
félico peric

gdade/data

Compl

HCG

ECO/data Parto
C/N

Curetag | Nvivo

Nmorto

Abort

espon

Obs

32. Pesquisa de mutacgdes relacionadas a trombofilias do presente estudo

gene polimorfismo Resultado
= geneFV FVL (Fator V de Leiden)
= gene Fll (protrombina) 20210G>A
« gene MTHFR (metilenotetrahidrofolatoredutase) | 677C>T
« gene eNOS (oxido nitrico sintase endotelial) 894G>T

gene eNOS (oxido nitrico sintase endotelial)

intron -4-786T—C

[AS]




33. Resumo da investigacao realizada

CAUSA

EXAME

S/IN

DATA

NORMAL

ANORMAL

OBS

Genética

Cariotipo do esposa

Cariotipo do esposo

Cariétipo do material de aborto

Anatdomica

Histeroscopia

Ecografia

Laparoscopia

Histerossalpingografia

Defeito mulleriano

Incompeténcia Istmocervical

Endécrina

Bidpsia de endométrio

Gonadotrofinas

Prolactina

Hormonios tire6ideos

TPO - tireoperoxidase

Glicemia

Outros disturbios identificados

trombofilias
adquiridas

Ac anticardiolipina

Ac lapico anticoagulante

FAN fator antinuclear

outras

(6)]
w







