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Resumo 
 

 

 Um abortamento é a perda de uma gestação clínica intrauterina antes que o feto 

tenha atingido viabilidade até a 24a semana de gestação. A incidência de abortamentos 

clínicos espontâneos é cerca de 15 a 25% das gestações detectadas, e em 50% das 

concepções humanas. Os abortamentos são recorrentes em 3 a 5% dos casais em idade 

reprodutiva. As perdas gestacionais recorrentes ou abortamentos recorrentes (AR) são 

definidos como duas ou mais interrupções de gestações clínicas. A etiologia dos AR é 

extremamente diversa, incluindo anormalidades genéticas, imunológicas, anatômicas, 

endócrinas e uterinas. Em aproximadamente 50% dos AR, a etiologia não é encontrada, 

podendo ser chamada de idiopática. 

 Alterações na implantação e placentação podem causar perdas gestacionais. Genes 

relacionados à inflamação, implantação, stress oxidativo e angiogênese poderiam estar 

envolvidos na etiologia dos AR. Variantes genéticas que alterem a expressão, função ou 

localização desses fatores poderiam afetar o risco de abortamentos recorrentes. 

Nesse trabalho foi investigado o efeito de variantes polimórficas nos genes 

VEGFA, PTGS2, NOS2, NOS3, TP53, TP63, TP73 e LIF como fator de risco para AR. 

Foram avaliadas 149 mulheres com AR e 208 mulheres férteis e sem perdas gestacionais 

como  controles. A distribuição de frequências alélicas não foi diferente entre os grupos em 

nenhum dos polimorfismos avaliados. No entanto, portadoras do alelo polimórfico -1026A 

em iNOS apresentaram maior risco para AR (OR = 1,92; 95% IC: 1,18-3,11; p= 0,008). 

Além disso, pacientes que relataram histórico de consumo de álcool também mostram 

maior risco para AR (OR 2,075; IC 1,32-3,27; p = 0,002). 

O polimorfismo funcional -1026C/A na região promotora de iNOS provoca um 

aumento de 4,7 a 5,9 vezes em sua atividade promotora. O aumento da expressão de iNOS 

pode levar à produção excessiva de óxido nítrico (NO), estimulando a produção de 

peroxinitrito, um potente pró-oxidante. O stress oxidativo pode prejudicar a invasão 

embrionária e a proliferação placentária, e já foi associado a AR. Os achados deste 

trabalho reforçam a hipótese de que o NO e o stress oxidativo estão envolvidos na 

fisiopatologia dos AR.  
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Abstract 
 

 

 A miscarriage is the unintentional termination of an intrauterine clinical pregnancy 

before viability is reached, before the gestational age of 24 weeks. Spontaneous clinical 

miscarriages occur in about 15 to 25% of clinically recognized pregnancies, and in 

approximately 50% of human conceptions. Miscarriages are recurrent in 3 to 5% of 

couples in reproductive age. Recurrent miscarriage (RM), or recurrent pregnancy loss 

(RPL), is defined as the loss of two or more clinical pregnancies. The etiology of RPL is 

diverse, including genetic, immunologic, anatomic, endocrine and uterine abnormalities. 

No underlying cause for RPL can be identified in approximately 50% of cases, and thus, 

these cases are considered unexplained RPL. 

 Derangements in embryo implantation and placentation can cause pregnancy 

losses. Genes linked to inflammation, embryo implantation, oxidative stress and 

angiogenesis may be involved in the etiology of RPL. Genetic variants that can modify 

gene expression, function or location might alter the risk for RPL. 

In this study, the effect of genetic variants in the genes VEGFA, PTGS2, NOS2, 

NOS3, TP53, TP63, TP73 and LIF were investigated as a risk factor for RPL. We 

evaluated 149 RPL cases and 208 fertile women with no history of pregnancy loss as 

controls. Allele frequencies were not different between groups for the variants assessed, 

nonetheless, women carrying the iNOS -1026A variant presented a higher risk for RPL  

(OR = 1.92, 95% CI: 1.18-3.11; p= 0.008). Additionally, patients who reported a history of 

alcohol consumption also presented a higher risk for RPL (OR 2.075, CI 1.32-3.27; p = 

0.002). 

The functional polymorphism -1026C/A in the iNOS promoter region is responsible 

for an increase of 4.7 to 5.9-fold in iNOS promoter activity. The rise in iNOS expression 

may lead to excessive nitric oxide (NO) production and, in turn, increase the production of 

peroxynitrite, a potent pro-oxidant. Oxidative stress can impair embryo implantation and 

placental proliferation, and it has been associated with RPL. The findings of this study 

support the hypothesis that NO and oxidative stress play a role in the pathophysiology of 

RPL.  
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1. Introdução 
 

 

1. 1. Perdas gestacionais 

 

O termo perda gestacional é aplicado a diferentes complicações do início da 

gestação. Uma perda após um exame de gonadotrofina coriônica humana, mas antes da 

confirmação ultrassonográfica ou histológica é definida como uma perda bioquímica 

(Larsen et al., 2013). O termo abortamento clínico é utilizado quando há confirmação por 

ultrassom ou histologia que a gestação existiu, geralmente após 6 semanas. 

O conceito abortamento que tem sido amplamente aceito é: perda de uma gestação 

clínica intrauterina estabelecida antes que o feto tenha atingido viabilidade até a 24a 

semana de gestação (Rai e Regan, 2006). Estima-se que 30% das concepções humanas 

sejam perdidas antes da implantação e outros 30% após a implantação, mas antes da 

ausência de menstruação, entre 3 e 4 semanas, o que geralmente se define como perdas 

pré-clínicas (Larsen et al., 2013). Aproximadamente uma em cada quatro mulheres tem 

uma perda gestacional espontânea durante sua vida (Stephenson e Kutteh, 2007).  

A incidência de abortamentos clínicos espontâneos é de cerca de 15 a 25% das 

gestações clínicas detectadas (ASRM, 2012). O risco de uma perda gestacional espontânea 

esporádica no primeiro trimestre da gestação varia com a idade, em mulheres com menos 

de 35 anos é de 9% a 12% (Wilcox et al., 1988). Este risco aumenta com a idade, 

chegando a aproximadamente 50% aos 40 anos (Edmonds et al., 1982). 

Sabe-se que perdas gestacionais precoces são em parte fisiológicas, pois evitam o 

desenvolvimento de concepções afetadas por malformações estruturais ou alterações 

cromossômicas incompatíveis com a vida. Malformações fetais já foram observadas em 

taxas tão altas quanto 85% em estudos de perdas gestacionais precoces, com 75% desses 

fetos apresentando um cariótipo anormal (Philipp et al., 2003). Assim, o processo da 

reprodução humana apresenta baixas taxas de eficiência, estima-se que apenas 30% das 

concepções resulte em um nascimento vivo (Larsen et al., 2013).  
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1.2. Perdas gestacionais recorrentes 
 

Em pelo menos 3% dos casais em idade reprodutiva as perdas gestacionais, ou 

abortamentos, são considerados recorrentes (Saravelos e Regan, 2014). A definição 

tradicional de abortamentos recorrentes (AR) costumava incluir casais com 3 ou mais 

perdas gestacionais consecutivas (ACOG, 2002). Atualmente, a Sociedade Americana de 

Medicina Reprodutiva (ASRM) define abortamentos recorrentes como duas ou mais 

interrupções de gestações clínicas (ASRM, 2012), não necessariamente consecutivas (Van 

Den Boogaard et al., 2010). De 3 a 5% das mulheres irão sofrer duas ou mais perdas 

gestacionais, e apenas 1% sofrerá 3 ou mais (Stirrat, 1990). 

AR é uma condição heterogênea que engloba casais com diferentes histórias 

reprodutivas e um grande número de  circunstâncias (Christiansen et al., 2005). A etiologia 

dos AR é extremamente diversa, incluindo anormalidades genéticas, imunológicas, 

anatômicas, endócrinas, infeciosas e uterinas (Figura 1). Em aproximadamente 50% dos 

AR, a etiologia não é encontrada, podendo ser chamada de idiopática (Li et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Etiologia dos abortamentos de repetição (adaptado de (Ford e Schust, 

2009). 

 

As anormalidades anatômicas, como malformações congênitas, aderências 

intrauterinas, pólipos e a insuficiência cervical,  são responsáveis por 10 a 15% dos AR 
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(Ford e Schust, 2009). Entre as anormalidades anatômicas encontradas, a presença de septo 

uterino é a mais comum e está associada a taxa de abortamento espontâneo de 65% 

(Sugiura-Ogasawara et al., 2011). Isso se deve a sua má vascularização, que compromete o 

crescimento placentário e também pode ocasionar redução do crescimento fetal por 

distorcer a cavidade uterina (Brezina e Kutteh, 2014). Outras anormalidades congênitas, 

como útero didelfo e útero bicorno são mais frequentemente associadas a perdas 

gestacionais tardias e a partos prematuros, assim como à insuficiência cervical (Brezina e 

Kutteh, 2014). 

Alterações endócrinas causam até 20% dos AR (Ford e Schust, 2009). Entre as 

causas mais comuns destacam-se: a deficiência da fase lútea, o hipotireoidismo não 

tratado, metabolismo anormal da glicose e a hiperprolactinemia. Certos agentes infeciosos 

são identificados mais frequentemente em mulheres com AR, tais como Ureaplasma 

urealyticum, Mycoplasma hominis, e Chlamydia. Especula-se que estes sejam agentes 

causadores de 0,5 a 5% dos AR, embora mais estudos devam ser realizados para confirmar 

a causalidade (Ford e Schust, 2009; Brezina e Kutteh, 2014).  

Anormalidades cromossômicas são identificadas em 29 a 60% dos restos fetais de 

abortamentos, mas essa incidência diminui quando aumenta o número de perdas 

gestacionais, sugerindo que outros mecanismos são a causa de perdas em casais com AR 

(Ogasawara et al., 2000). Ou seja, pacientes com AR têm em geral um menor risco de 

perdas gestacionais aneuploides do que mulheres com perdas esporádicas (Sullivan et al., 

2004). Uma anormalidade cromossômica em um dos parceiros com AR é encontrada em 3 

a 6% dos casais (Branch et al., 2010). Os achados mais comuns são translocações 

balanceadas e inversões sem consequências para o fenótipo do portador, mas que levam a 

um risco de até 50% de ter um feto com uma anormalidade cromossômica não balanceada 

que pode levar a um abortamento (Larsen et al., 2013). 

As trombofilias hereditárias, especialmente as mutações nos genes do Fator V de 

Leiden, da protrombina, da proteína C e da proteína S, já foram estudadas como possíveis 

causas de perdas gestacionais (Preston et al., 1996). No entanto, sua associação não foi 

confirmada por estudos de coorte prospectivos (Dizon-Townson et al., 2005; Silver et al., 

2010) e seu uso como rotina não é aconselhado (ASRM, 2012). Estudos prévios de nosso 

grupo não revelaram associação entre trombofilias hereditárias e AR (Dutra et al., 2014). 
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 Fatores ambientais também podem contribuir para a dificuldade reprodutiva.  

Embora seja difícil quantificar a exposição dos indivíduos a determinados agentes, existem 

aqueles que já foram comprovadamente associados às perdas gestacionais. Além de reduzir 

a fertilidade, o consumo moderado de cigarro (10 a 20 unidades por dia) está associado a 

um maior risco de placenta prévia, sangramentos durante a gestação, ruptura placentária e 

abortamentos espontâneos (Gardella e Hill, 2000). O consumo de álcool parece ter efeito 

dose-dependente e também está associado a um maior risco de perdas gestacionais 

(Gardella e Hill, 2000). Quando o álcool é associado ao cigarro, a chance de perda 

gestacional pode aumentar em até 4 vezes (Brezina e Kutteh, 2014).  

Outro fator de estilo de vida importante é a obesidade. Um índice de massa corporal 

superior a 30 é um fator de risco independente para abortamentos e essa associação 

aumenta para índices superiores a 40 (Smith e Schust, 2011). Embora a causa desse 

fenômeno não seja clara, é possível que esteja relacionada ao aumento das respostas 

inflamatórias generalizadas evidenciado em pessoas obesas (Johnson et al., 2012). 

Ainda se tenta compreender como o embrião e o trofoblasto escapam da rejeição 

materna no útero. Falhas em mecanismos que regulam o reconhecimento materno e a 

expressão de antígenos (Calleja-Agius et al., 2012; Christiansen et al., 2012) poderiam 

levar a AR. Marcadores de importância na desregulação imunológica na gestação são 

encontrados em frequência aumentada em mulheres com AR e têm impacto negativo em 

seu prognóstico (Larsen et al., 2013). Em pacientes com AR idiopático, variantes 

polimórficas de genes relacionadas a esses processos são propostas como possíveis fatores 

de susceptibilidade que aumentariam o risco de perdas gestacionais quando comparadas a 

mulheres saudáveis. 
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1.3. Desenvolvimento da gestação 

 

A fertilização ocorre nas tubas uterinas 24h a 48h após a ovulação. Os estágios 

iniciais de desenvolvimento embrionário ocorrem enquanto o embrião percorre a tuba 

uterina. O embrião chega à cavidade uterina em estágio de mórula e passa pela transição ao 

estágio de blastocisto. O trofoblasto, que consiste nas células da superfície do blastocisto, 

dará origem aos anexos embrionários, e à massa celular interna, que corresponde ao 

embrião propriamente dito. A implantação embrionária ocorre cerca de sete dias após a 

fertilização (Lessey, 2000; Norwitz et al., 2001; Paria et al., 2002). 

Dessa forma, a implantação embrionária é um processo sincronizado de 

desenvolvimento do embrião no estágio de blastocisto e a transição do endométrio uterino 

para um estado receptivo (Figura 2A). O estado receptivo do útero, ou janela de 

implantação, é definido como o período de tempo limitado em que o ambiente uterino pode 

incitar a implantação de um blastocisto competente (Cha et al., 2012). Em humanos, a 

janela de receptividade endometrial é breve, e a implantação fora desse período pode 

resultar em alterações na decidualização e na placentação, causando complicações durante 

a gestação (Wilcox et al., 1999).  

 

Figura 2. (A) A implantação do blastocisto e os processos necessários para a invasão 

endometrial. (B) Manutenção da gestação inicial (Norwitz et al., 2001) 

 

A B 
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O endométrio é formado por duas camadas celulares, as células estromais e as 

células do epitélio. Durante a janela de implantação, as células estromais transformam-se 

em grandes células arredondadas (decidualização), as glândulas secretórias se 

desenvolvem e emergem microvilos no epitélio (Dunn et al., 2003). Simultaneamente, 

ocorre a expressão de diferentes citocinas, fatores de crescimento e moléculas de adesão, 

além de maior vascularização do tecido endometrial (Dekel et al., 2014). 

O período gestacional inicial requer uma forte resposta inflamatória. Durante o 

início da implantação, o blastocisto adere e causa danos ao epitélio endometrial para que 

ocorra a invasão e, posteriormente, o trofoblasto remodela as artérias espiraladas materna 

para assegurar o fluxo sanguíneo adequado (Mor et al., 2011). O desenvolvimento de uma 

rede vascular funcional requer a cooperação de diferentes tipos celulares e vários fatores de 

crescimento durante a implantação e desenvolvimento embrionário (Su et al., 2011).  

O desenvolvimento placentário adequado requer vasculogênese, angiogênese e 

remodelamento arterial. A vasculogênese é o desenvolvimento de vasos sanguíneos a partir 

de células-tronco mesequimais, enquanto a angiogênese é o processo de formação de 

novos vasos sanguíneos originados de vasos pré-existentes em resposta a demandas 

teciduais. O endométrio, a decídua e a placenta são ricos em fatores de crescimento 

angiogênicos (Reynolds et al., 1992). Como o útero necessita de maior suprimento 

sanguíneo durante a gestação, sua vasculatura passa por mudanças adaptativas: 

vasodilatação, maior permeabilidade, crescimento e desenvolvimento de novos vasos 

(Reynolds et al., 1992). 

O fluxo sanguíneo arterial materno para a placenta só é completamente 

estabelecido após 10 a 12 semanas de gestação (Jauniaux et al., 2000). Antes disso, as 

extremidades das artérias espiraladas encontram-se ocluídas por células do trofoblasto. O 

deslocamento dessas células permite que a circulação materna alcance o espaço 

interviloso, triplicando a tensão de oxigênio depois  das 10 semanas de gravidez (Rodesch 

et al., 1992).  

O estabelecimento da circulação placentária é associado a um aumento dos níveis 

de oxigênio na placenta, resultando na formação de  espécies reativas oxigênio (EROs) e 

do nitrogênio (ERNs) (Jauniaux et al., 2000). Em condições fisiológicas, esses radicais 

livres estão envolvidos na sinalização celular e proliferação. No entanto, a formação 

exacerbada de EROs pode levar ao desbalanço entre os sistemas pró-oxidantes e 
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antioxidantes das células e tecidos e ao stress oxidativo (Thannickal e Fanburg, 2000; Kim 

e Byzova, 2014). O stress oxidativo pode causar danos teciduais devido à peroxidação 

lipídica, modificações de aminoácidos e proteínas, e à oxidação do DNA. 

Em gestações normais, o estabelecimento da circulação materno-fetal é um 

fenômeno progressivo, contudo, se ela ocorre precocemente, ou de forma desorganizada, 

pode causar perdas gestacionais (Jauniaux et al., 2003b). O trofoblasto e as vilosidades são 

susceptíveis ao stress oxidativo, seu aumento pode causar degeneração do trofoblasto, 

dificultar a invasão do trofoblasto e inibir a angiogênese (Zhang et al., 2002) 

Dessa forma, alterações nas diferentes etapas da implantação e desenvolvimento da 

gestação podem levar a certas complicações, como crescimento intrauterino restrito, 

abortamento, morte fetal intrauterina, e pré-eclâmpsia (Reynolds et al., 2010; Burton e 

Jauniaux, 2011). 
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1.4. Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) 
 

 O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF ou VEGFA) é um potente 

fator angiogênico e de sobrevivência de células endoteliais durante angiogênese fisiológica 

e tumoral, e tem funções na vasodilatação, permeabilidade vascular e como uma molécula 

anti-apoptótica (Ferrara e Davis-Smyth, 1997; Ferrara et al., 2003). O gene VEGFA é 

membro da família de fator de crescimento VEGF que tem sete membros: VEGFA, 

VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE, VEGFF e PLGF. A proteína VEGF é uma 

glicoproteína que existe em 4 diferentes isoformas. Seu transcrito primário deriva do gene 

VEGFA que é constituído de 8 éxons separados por 7 íntrons, localizado no cromossomo 6 

(Hoeben et al., 2004). 

 A tensão de oxigênio tem papel-chave na regulação da expressão de uma variedade 

de genes. A expressão do mRNA VEGFA é induzida pela exposição a baixas tensões de 

oxigênio em diferentes circunstâncias fisiológicas e patológicas (Dor et al., 2001). Fatores 

de crescimento como TGF-alfa, TGF-beta, IL-1 e FGF aumentam a expressão de VEGFA, 

sugerindo que a liberação parácrina ou autócrina desses fatores contribui com a tensão de 

oxigênio para a liberação de VEGF (Ferrara e Davis-Smyth, 1997). Citocinas 

inflamatórias, como IL-6, também induzem a expressão de VEGFA, reforçando a hipótese 

de que VEGF atua como um mediador de angiogênese e permeabilidade vascular em 

doenças inflamatórias (Neufeld et al., 1999).  

O VEGF tem papel essencial no desenvolvimento angiogênico fetal e placentário, 

camundongos que não expressam VEGF morrem in utero devido à formação vascular 

inadequada (Ferrara, 2004). Além disso, o VEGF tem papel crítico na maturação oocitária, 

na vascularização da decídua endometrial, na implantação e  no desenvolvimento 

embrionário, na angiogênese e na vascularização no início da gestação (Krussel et al., 

2000; Vuorela et al., 2000; Krussel et al., 2001; Zygmunt et al., 2003).  

Devido a esses múltiplos papéis, o VEGF influencia todos os estágios da gestação, 

podendo interferir com seu desenvolvimento. Alterações na sua expressão foram 

associadas a abortamentos espontâneos em diferentes estudos (Galazios et al., 2009; Al-

Khateeb et al., 2011). Diversos polimorfismos em VEGF podem afetar sua atividade e 

expressão, no entanto, estudos genéticos de associação são, até agora, inconclusivos 

(Papazoglou et al., 2005; Lee et al., 2010; Su et al., 2011). Genótipos e haplótipos de 
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polimorfismos em VEGF nas regiões -2578C/A, -1154G/A e -634G/C, cujas  variantes 

polimórficas levariam à menor produção de VEGF, estão associados ao desenvolvimento 

de pré-eclâmpsia (Luizon et al., 2012; Valenzuela et al., 2012). 
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1.5. Óxido nítrico (NO) 
 

Nos últimos anos, o óxido nítrico (NO) emergiu como um dos mais diversos e 

importantes mediadores biológicos. Ele tem papel em diferentes processos, desde a função 

neurológica até a tonicidade vascular e a erradicação de patógenos. O NO em 

concentrações fisiológicas (baixas) controla a vasodilatação, a regeneração endotelial e a 

regulação do fluxo sanguíneo aos tecidos. Além disso,  inibe agregação plaquetária e 

leucocitária, atenua a respiração mitocondrial, a apoptose e o stress oxidativo, além de 

aumentar a resposta angiogênica à isquemia tecidual (Papapetropoulos et al., 1997). 

A maior parte do óxido nítrico (NO) em mamíferos é derivado das enzimas óxido 

nítrico sintases (NOS). Essa família de enzimas converte a arginina em citrulina e NO. 

Existem três isoformas de NOS: duas constitutivas (óxido nítrico sintase neuronal ou 

nNOS e óxido nítrico sintase endotelial ou eNOS), enquanto a terceira é induzível (óxido 

nítrico sintase induzível ou iNOS). Essas 3 isoformas são reguladas diferentemente em 

nível transcricional, traducional, pós-traducional e bioquímico (Stuehr et al., 2004). As 

maiores diferenças entre essas isoformas são a duração da geração de NO e a concentração 

local que pode ser produzida (Guzik et al., 2003). As formas constitutivas das NOS são 

dependentes de cálcio e promovem pequenos picos de produção de NO, enquanto a forma 

induzível é independente, está permanentemente ativada e consegue gerar NO por longos 

períodos de tempo (Ignarro, 2010). 

O NO é um mediador de sinalização com atividades biológicas diversas e por vezes 

opostas, mesmo em situações patológicas similares. A complexidade de suas respostas 

possíveis reflete a variedade de suas reações químicas e de suas propriedades biológicas 

(Ignarro, 2010). Respostas celulares específicas são determinadas por concentrações 

específicas de NO. Em geral, concentrações mais baixas promovem sobrevivência celular e 

proliferação, enquanto níveis mais altos e persistentes têm ações citotóxicas, favorecem 

reações inflamatórias, parada do ciclo celular e morte celular (Zamora et al., 2000). 

Diferentemente das interações entre receptores e proteínas, o NO é uma molécula 

diatômica que busca a formação de ligações covalentes (Ignarro, 2010). Assim, sua 

química e das espécies reativas de nitrogênio (ERNs) é rica e diversa, promovendo tanto 

ações regulatórias e patológicas. Existem evidências de que o stress oxidativo pode 
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contribuir para a disfunção endotelial. A produção excessiva de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) pela NOS na ausência de seu substrato, em conjunto com ERN, pode 

exceder a defesa antioxidante disponível que inativa as EROs, resultando na diminuição da 

bioatividade de NO (Aktan, 2004; Ignarro, 2010).  

Em eNOS, o polimorfismo Glu298Asp (+894G/T), que leva a uma alteração 

conformacional da enzima eNOS, foi associado à baixa produção de NO (Karvela et al., 

2008). A produção reduzida de NO pode levar à perfusão placentária deficiente e 

comprometer o suprimento de oxigênio e nutrientes ao feto, o que pode afetar sua 

habilidade de resistir à rejeição materna no início da gestação (Di Simone et al., 2003). O 

polimorfismo Glu298Asp reduziria a atividade de eNOS e afetaria os metabólitos de NO 

na circulação, levando à perfusão placentária insuficiente e ao acúmulo de homocisteína, 

resultando em descolamento placentário devido à vascularização defeituosa das vilosidades 

coriônicas e indução da apoptose do trofoblasto, levando ao abortamento (Cao et al., 

2014). 

O gene humano da iNOS (NOS2) está localizado no cromossomo 17 e é constituído 

por 43.764 pb. A expressão de iNOS é principalmente regulada por mecanismos 

transcricionais e pós-transcricionais. As grandes quantidades de NO produzidas pela iNOS 

podem ter efeitos benéficos antimicrobianos, antivirais, antiparasitários e antitumorais 

(Zamora et al., 2000). Em contraste, a indução aberrante de iNOS pode ter consequências 

negativas e parece estar envolvida na fisiopatologia de diferentes doenças humanas como 

asma,  artrite, esclerose múltipla, psoríase, doenças neurodegenerativas, desenvolvimento 

tumoral e choque séptico, além da rejeição de transplantes (Kroncke et al., 1998; Zamora 

et al., 2000). 

Sítios de ligação de fatores de transcrição são importantes para a indução da 

atividade promotora de iNOS (Pautz et al., 2010). Estudos descreveram aumento da 

atividade basal de iNOS de 5 a 50 vezes após indução com citocinas (De Vera et al., 1996; 

Chu et al., 1998; Xu et al., 2003; Takamiya et al., 2008). É possível que essa grande 

variação ocorra devido a polimorfismos de base única (SNPs) na região promotora (Pautz 

et al., 2010).  

Alterações na expressão de iNOS em doenças vasculares e na hipertensão já foram 

descritas, além de diferenças em sua susceptibilidade na presença de variantes  

polimórficas da iNOS (Oliveira-Paula et al., 2013). A gestação induz a expressão de iNOS 
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em células musculares lisas (Bansal et al., 1997). Sua expressão aumentada derivada de 

células endoteliais da placenta em hipoperfusão e do miométrio foi associada à pré-

eclâmpsia (Bhatnagar et al., 2007). 

Além disso, altas concentrações de NO podem promover a fosforilação de p53, 

resultando no seu acúmulo e na indução da apoptose (Ambs et al., 1998; Hussain et al., 

2003). Essas observações sugerem que baixas concentrações de NO favorecem respostas 

pró-crescimento e anti-apoptóticas enquanto altas concentrações favorecem rotas que 

levam à parada do ciclo celular e à apoptose. Em camundongos, o NO endógeno inibe o 

crescimento de células tumorais sem mutação em Tp53, e induz a expressão de Vegf e 

angiogênese em células com mutação em Tp53 (Ambs et al., 1998).  

A hipótese de que radicais livres têm um papel em perdas gestacionais vem de 

estudos que mostram seu papel em relação a modificações proteicas estruturais e 

funcionais, além de dano ao DNA (Rodesch et al., 1992; Jauniaux et al., 2000; Zhuang et 

al., 2000; Burton e Jauniaux, 2011).  
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1.6. Prostaglandina endoperóxido sintase (PTGS) 
  

Prostaglandinas (PGs) são produzidas a partir do ácido araquidônico pelas enzimas 

prostaglandina endoperóxido sintases (PTGS), também conhecidas como ciclo-oxigenases 

(COX) (Smith et al., 2011). Existem duas isoformas de PTGS, a constitutiva PTGS1 

(COX-1) e induzível PTGS2 (COX-2), que têm diferentes distribuições e padrões de 

expressão. O gene PTGS2 está localizado no cromossomo 1 e é composto de 10 éxons.  

Polimorfismos em sua região promotora foram associados com menor atividade promotora 

(Salazar et al., 2010). 

PGs participam da regulação da fisiologia vascular, da angiogênese e da 

manutenção do tônus vascular, além de ter funções na proliferação e na diferenciação 

celular, além da imunomodulação (Wang et al., 2010). Mais especificamente, as PGs têm 

papel indispensável no fenômeno pró-inflamatório da implantação, principalmente no 

aumento da permeabilidade vascular do endométrio no sítio da implantação (Lim et al., 

1997).  

As enzimas COX-2 e iNOS são co-expressas em contextos pró-inflamatórios como 

resultado de sua indução por células polimorfonucleares e macrófagos (Wu, 1995). Além 

disso, o NO é um importante regulador da atividade e da expressão de COX-2, embora o 

mecanismo pelo qual a regulação ocorre não esteja totalmente elucidado (Perez-Sala e 

Lamas, 2001). Sugere-se que a capacidade oxidativa das duas enzimas seja capaz de gerar 

quantidades tóxicas de EROs e ENRs, que amplificam e perpetuam cenários inflamatórios 

(Perez-Sala e Lamas, 2001), podendo interagir durante a implantação embrionária. 

Grande parte das perdas gestacionais ocorre entre 8 e 12 semanas de gestação, ou 

seja, pode resultar de alterações na fase final da implantação, em que a COX-2 tem papel-

chave (Wang et al., 2010). Nessa fase, a sinalização através da COX-2 pode promover a 

expressão de VEGF, afetando a angiogênese (Gallo et al., 2001). 

 Fêmeas de camundongos Ptgs2−/− apresentam falha de implantação, alterações na 

ovulação, fertilização, decidualização e placentação, elucidando os papeis de sinalização 

das PGs derivadas da COX-2 em diferentes estágios da gestação (Lim et al., 1997; 

Marions e Danielsson, 1999). 
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1.7. Família p53 
 

 A p53 é uma proteína supressora tumoral que tem papel importante na regulação do 

ciclo celular, da apoptose e de proteção do genoma à hipóxia (Smeenk e Lohrum, 2010). 

Além dessas funções, a p53 está envolvida na angiogênese e no desenvolvimento 

embrionário, pois interage com muitas proteínas relacionadas ao controle de crescimento, à 

inflamação e à regulação da transcrição. Polimorfismos funcionais de base única em p53 

podem alterar sua transcrição e foram associados à susceptibilidade a diferentes tipos de 

câncer (Vogelstein et al., 2000). 

 Em vertebrados, a família p53 de genes inclui 3 genes que codificam as proteínas 

p53, p63 e p73. Embora tenham sido identificados mais tarde, os genes TP63 e TP73 

seriam ancestrais ao TP53 (Nedelcu e Tan, 2007).  

Estudos têm mostrado a relevância da p53 na reprodução, ao mesmo tempo que 

camundongos machos Trp53−/− apresentam reprodução normal, as fêmeas com essa 

deleção mostram menor potencial reprodutivo e menor tamanho da ninhada (Hu et al., 

2007).  Isso ocorreria devido ao papel essencial da p53 como um sinal de stress que induz 

a expressão de diversos genes necessários para o início e estabelecimento da implantação 

embrionária (Mojarrad et al., 2013). A regulação da reprodução materna e da implantação 

de blastocistos por p53 é realizada através do gene-alvo que codifica o fator inibitório da 

leucemia (LIF) (Hu et al., 2007; Hu et al., 2008; Hu, 2009). LIF tem papel essencial 

crucial na implantação embrionária (Chen et al., 2000). 

Em humanos, o SNP em TP53 codon72  foi encontrado em frequência aumentada 

em pacientes submetidas à fertilização in vitro (FIV) quando comparadas a mulheres 

férteis. As pacientes apresentaram maior risco de falha de implantação e menores taxas de 

gestação (Kang et al., 2009). Esse polimorfismo foi também associado a menores taxas de 

expressão de LIF in vitro, o que pode explicar a redução de fertilidade encontrada nas 

pacientes submetidas à FIV (Kang et al., 2009).  

A p63 tem papel importante na apoptose induzida por danos ao DNA em folículos 

primordiais da linhagem germinativa feminina (Suh et al., 2006). Ela monitora o reparo a 

danos no DNA e induz a apoptose de maneira independente de p53 (Hu, 2009). Além 

disso, sua expressão é essencial para a formação dos membros durante o desenvolvimento 

embrionário (Yang et al., 1999).  
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A p73 também tem papéis importantes na reprodução e no desenvolvimento. 

Camundongos Tp73−/− apresentam defeitos de desenvolvimento e têm altas taxas de 

mortalidade, adicionalmente machos não se interessam por fêmeas sexualmente maduras e 

são inférteis (Yang et al., 2000). A p73 tem duas isoformas principais, a TAp73, que tem o 

domínio TA e é altamente homóloga à p53, e a deltaNp73, que não tem o domínio TA. 

Camundongos fêmeas TAp73−/− têm oócitos de má qualidade e apresentam fenótipo de 

infertilidade (Tomasini et al., 2008). A expressão de TAp73 em oócitos diminui com a 

idade, oócitos de fêmeas TAp73−/− jovens tem anormalidade de spindle do que fêmeas wild 

type mais velhas (Tomasini et al., 2008), evidenciando o envolvimento da  TAp73 na 

manutenção da estabilidade genômica em células germinativas femininas. 
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 1.8. Fator inibitório da leucemia (LIF) 

 

 O fator inibitório da leucemia (LIF) tem papel essencial na implantação 

embrionária. Sua expressão é contínua no útero, embora sofra picos durante a implantação 

(Mojarrad et al., 2013). O LIF é secretado por glândulas endometriais no lúmen uterino e 

se liga a receptores em células epiteliais, preparando o útero para ser receptivo à 

implantação embrionária (Hu, 2009). 

Identificou-se que TP53 tem um sítio de ligação específico no promotor de LIF e 

regula sua transcrição basal e induzível (Feng et al., 2011). Camundongos com a deleção 

de Trp53−/− apresentam níveis mais baixos de LIF uterino e falhas na implantação, 

sugerindo que mutações no gene Trp53 podem levar a ausência de expressão de LIF na 

implantação embrionária (Hu et al., 2007). Injeções de LIF exógeno nesses animais 

aumentam significativamente as taxas de implantação e restauram a fertilidade (Hu et al., 

2007).  
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1.9. Justificativa 

 

Em grande parte dos casos, os AR não têm uma etiologia determinada. Embora 

novas abordagens continuem surgindo, AR se apresentam como uma condição heterogênea 

e sua investigação é imprescindível. Alterações na implantação e na placentação podem 

causar perdas gestacionais. O envolvimento de genes relacionados à inflamação, à 

implantação, ao stress oxidativo e à angiogênese poderiam estar envolvidos na etiologia 

dos AR. Variantes genéticas que alterem a expressão, a função ou a localização desses 

fatores poderiam afetar o risco aos AR. O estudo de fatores de suscetibilidade aos AR 

poderá auxiliar na sua prevenção e no manejo apropriado de gestações subsequentes de 

pacientes com histórico de AR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Espécies reativas de oxigênio (EROs) e de nitrogênio (ERNs)  podem inibir ou 

exacerbar a angiogênese e a apoptose, dependendo de suas concentrações, background 

genético e microambiente de ação (Figura adaptada de Hussain et al., 2003). 
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2. Objetivos 
 

 

2.1. Objetivo Geral 

  

Investigar a associação de variantes genéticas relacionadas à inflamação, à 

implantação, ao stress oxidativo e à angiogênese  com abortamentos recorrentes. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

  

Verificar a frequência de polimorfismos de base única nos genes NOS2, PTGS2 e 

VEGF em mulheres com abortamentos recorrentes comparando com mulheres sem perdas 

gestacionais;  

Analisar a relação entre os polimorfismos estudados e fatores ambientais  na 

susceptibilidade às perdas gestacionais; 

Comparar as frequências de polimorfismos de base única nos genes TP53, TP63, 

TP73, LIF e NOS3 em mulheres com abortamentos recorrentes em relação a mulheres sem 

perdas gestacionais. 
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STRUCTURED ABSTRACT 

 

Objective: To investigate the association between inducible nitric oxide synthase (iNOS) 

genetic polymorphisms and recurrent pregnancy loss (RPL). 

Design: Case-control-study. 

Setting: Hospitals. 

Patients: 149 RPL patients and 208 fertile control subjects. 

Intervention: None. 

Main outcome measure: Genotyping by polymerase chain reaction (PCR) of -1026C>A 

(rs2779249) and  +2087G>A (rs2297518) iNOS polymorphisms. 

Results: iNOS polymorphism -1026C>A (rs2779249) was significantly associated with 

RPL risk (OR 1.92, 95% CI 1.18-3.11; p= 0.008). Polymorphic allele carrier frequencies 

for +2087G/A did not differ between groups (OR 1.52, 95% CI 0.93-2.48; p= 0.084).  

Conclusion: The functional polymorphism -1026C>A in the iNOS promoter is a potential 

risk factor for recurrent pregnancy loss, possibly due to oxidative stress mechanisms. This 

was the first study to investigate the association of iNOS genetic variants and RPL. 

 

KEYWORDS 

Recurrent pregnancy loss; recurrent miscarriage; nitric oxide; inducible nitric oxide 

synthase (iNOS); oxidative stress 
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INTRODUCTION 

 

 A miscarriage is the unintentional termination of a pregnancy before viability is 

reached and occurs in 15-25% of clinically recognized pregnancies and in approximately 

50% of human conceptions (1, 2). Recurrent pregnancy loss (RPL) is defined as two or 

more failed clinical pregnancies and affects 3% to 5% of the couples attempting to 

conceive (2).  RPL has been attributed to maternal anatomic abnormalities as well as 

endocrine, immune and genetic factors. No underlying cause for RPL can be identified in 

approximately 50% of cases, and thus, these cases are considered unexplained RPL (3). 

Considerable evidence implicates overwhelming placental oxidative stress (OS) as 

a causative factor for spontaneous pregnancy loss (4). Oxidative stress, wich is the 

imbalance between pro-oxidants and antioxidants, is caused by increased levels of reactive 

oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) (4). The imbalance can result 

either from decreased antioxidant activity, OS-induced inflammatory processes and 

premature onset of the oxidative burst in the placenta (5). 

The nitric oxide (NO) system plays important roles in reproductive physiology; it 

participates in the trophoblast invasion of the decidua, the regulation of the vascular 

reactivity of the fetal-placental circulation and the apoptosis of trophoblast cells (6). 

Although the effects of NO can be therapeutic, it can also lead to the excessive production 

of reactive nitrogen species (RNS), which can affect protein structure and function and can 

therefore cause changes in enzyme activity and impair cell signal transduction (7). 

The nitric oxide synthase (NOS) enzyme catalyzes the formation of NO from O2 

and L-arginine and is composed of the following three isoforms: neuronal NOS (nNOS or 

NOS1), inducible NOS (iNOS or NOS2) and endothelial NOS (eNOS or NOS3) (8). In 

general NO produced by nNOS and eNOS regulates physiological functions whereas iNOS 

is more active in inflammatory and pathological conditions (9).  

Previous studies have focused on the possibly impaired NO production in patients 

with eNOS genetic variants leading to inconclusive results regarding its role as a risk factor 

for RPL (10-13). However, no previous studies have investigated the hypothesis that iNOS 

polymorphisms could lead to the excessive production of NO and thereby OS in RPL 

patients, even though it was assessed in preeclampsia patients with conflicting results (14, 
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15). In view of the importance of OS in human pregnancy we examined the association 

between iNOS genetic polymorphisms and susceptibility to RPL. 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

 Subjects 

 

This case-controlled study and the use of human subjects for its completion were 

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

Alegre, RS, Brazil) under the number #11-242. Each subject provided written informed 

consent in accordance with the Declaration of Helsinki.  

Women with RPL were identified through referral from the Prenatal Diagnosis 

Clinic of the Medical Genetics Service at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Porto 

Alegre, RS, Brazil) and the department of Obstetrics and Gynecology at Hospital Femina 

(Porto Alegre, RS, Brazil) in collaboration with the department of Obstetrics and 

Gynecology at Universidade Federal da Bahia (Salvador, BA, Brazil) from 2000 to 2011. 

Inclusion criteria comprised 2 or more unexplained pregnancy losses prior to 24 weeks 

gestation with the same partner. Clinical evaluation for recognized causes of RPL were 

performed as previously described (16, 17), including hysteroscopy, laparoscopy, 

ultrasound, hormonal determination status (gonadotrophins, FSH, LH, prolactin, thyroid 

hormones and thyroperoxidase), parental karyotype examination and heritable 

thrombophilia investigation. Women were excluded from the study if testing indicated a 

potential etiology for RPL.  

 The control sample included fertile women with a history of at least one 

uncomplicated, live term birth, no pregnancy losses and no major medical problems. 

Demographic information, medical and obstetrical histories were also evaluated for both 

groups. 

  

Genotype and haplotype determination 

  

 Maternal cells for DNA extraction were obtained through saliva collection using 

the Oragene® kit (DNA Genotek Inc., Kanata, Ontario, Canada) and DNA was extracted in 
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accordance with the manufacturer’s instructions. Individuals were genotyped for -

1026C>A (rs2779249) and +2087G>A (rs2297518, assay ID C_11889257-10) single 

nucleotide polymorphisms (SNP) in the iNOS gene by Taqman Allelic Discrimination 

Assays (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, United States of America). Primers 

and probes for the -1026C>A SNP were customized according to previous studies (18). 

Real-Time PCR was conducted as specified by the manufacturer for the StepOnePlus™ 

Real-Time System (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, United States of 

America). The StepOne v.2.3 software (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, 

United States of America) was used to determine the sample genotypes. Linkage 

disequilibrium (LOD) analysis was performed using Haploview 4.2 (Broad Institute, 

Cambridge, Massachusetts, United States of America), and PHASE v.2.1 (Stephens Lab, 

Chicago, Illinois, United States of America) was used for Bayesian haplotype estimation. 

  

Statistical analysis 

  

Statistical analyses were conducted with the SPSS version 17.0 software. The 

distribution of genotypes for each polymorphism was assessed for deviation from the 

Hardy–Weinberg equilibrium using the Chi-square test. The clinical characteristics were 

compared by Chi-square, Student’s unpaired t-test and the Mann-Whitney test. Genotype, 

haplotype and allele frequencies were compared between groups using Chi square and 

Fisher’s exact test. Logistic regression analysis was performed to adjust for confounding 

factors and to determine the odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (CIs). Values 

of p < 0.05 were considered statistically significant.  
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RESULTS 

 

 Table 1 summarizes the characteristics of the 149 RPL patients and the 208 

controls. The RPL patients have a significantly higher number of pregnancies (p=0.027) 

and alcohol consumption (p=0.002). 

Hardy-Weinberg equilibrium analysis showed no deviation from the expected 

frequencies for the two polymorphisms studied (data not shown). There were no significant 

differences in the genotype and allele distribution for the -1026C/A promoter region SNP 

and +2087G/A, among RPL patients and controls (Table 2). The RPL risk was 

significantly associated with the -1026C>A variant genotypes when compared with the CC 

genotype (p=0.037) (Table 3). The increased risk remained significant after p-value 

adjustment for number of pregnancies and drinking (p=0.008). Haplotype analysis revealed 

a higher frequency of the A A haplotype in RPL cases compared with control women, but 

the difference was not statistically significant (Table 4).  
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Table 1. Demographics and clinical characteristics of recurrent pregnancy loss (RPL) 

patients and controls. 

Parameters RPL Control p 

N 149 208 -- 

Age at first pregnancy a 23.73 ±4.7 22.04 ±7.5 0.347 

Number of pregnancies a 3.67 ±1.7 2.5 ±1.4 0.027 

      Spontaneous miscarriages a 
 

3.28 ±1.6 0 -- 

Smoking (%) 23 (15.4) 38 (18.3) 0.569 

Alcohol consumption (%) 60 (40.3) 51 (24.5) 0.002 

Ethnicity  [n(%)] 
 

 
 

 
 

0.912 

      African descent  
 

56 (37.6) 
 

76 (36.5) 
 

 

      European descent 93 (62.4) 132 (63.5)  

Couple consanguinity (%) 4 (2.7) 1 (0.5%) 0.164 

aMean + SD. 
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Table 2. iNOS genotype and allele frequencies in recurrent pregnancy loss (RPL) patients 

and controls. 

 

Polymorphism Genotype/Allele RPL  Control P-Value 

  N (%)  n (%)  
        

-1026C>A CC 53 (35.6)  97 (46.6) 0.120 
(rs2779249) CA 72 (48.3)  84 (40.4)  

 AA 24 (16.1)  27 (13.0)  
 C 178 (59.7)  278 (66.8) 0.052 
 A 120 (40.3)  138 (33.2)  
        
        

+2087G>A GG 94 (63.1)  146 (70.2) 0.149 
(rs2297518) GA 50 (33.6)  60 (28.8)  

 AA 5 (3.4)  2 (1.0)  
 G 238 (79.9)  352 (84.6) 0.099 
 A 60 (20.1)  64 (15.4)  
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Table 3. Genotype frequencies and the corresponding risk estimates for recurrent 

pregnancy loss (RPL). 

 

 
a Adjusted for number of pregnancies and  drinking. 

 

 

  

 RPL Controls Univariate analysis 
OR (CI 95%) p Multivariate analysis 

OR (CI 95%) p a 
 N (%) N (%) 

-1026C>A carrier 
CA/AA 96 (64.4) 111 (53.5) 1.58 (1.03-2.44) 0.037 1.92 (1.18-3.11)  

0.008 

+2087G>A carrier 
GA/AA 55 (36.9) 62 (29.8) 1.38 (0.89-2.15) 0.159 1.52 (0.93-2.48) 0.097 
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Table 4. Haplotype analysis of -1026C>A and +2087G>A iNOS polymorphisms in 

recurrent pregnancy loss (RPL) patients and controls. 

 

Haplotype Total frequency RPL Controls p 

     
C  G 0.588 0.550  0.615 0.82 
C  A 0.053 0.054 0.0053 0.962 
A  G 0.238 0.248 0.231 0.587 
A  A 0.120 0.148 0.101 0.059 
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DISCUSSION 

  

 In the present study, we report for the first time that the functional polymorphism -

1026C>A in the iNOS promoter region is significantly associated with recurrent pregnancy 

loss. To our knowledge, there are currently no reports regarding iNOS genetic variants in 

spontaneous miscarriages and RPL. 

iNOS expression is mainly controlled at the transcriptional level, previous studies 

in hypertension found that the -1026C>A variant allele is associated with an increase of 4.7 

to 5.9-fold in iNOS promoter activity (19, 20). The rise in iNOS expression may lead to 

excessive NO production and, in turn, increase the production of peroxynitrite, a potent 

pro-oxidant. Peroxynitrite can cause DNA strand breaks and protein nitration, which can 

have no effect or cause a loss or a gain of protein function (4). 

Low oxygen tension in the first trimester improves embryonic development and 

also stimulates the invasive potential of the trophoblast, possibly by reducing DNA and 

cell damage due to OS (21). The overproduction of ROS and RN such as nitric oxide and 

peroxynitrite can result in p53 protein phosphorylation and accumulation, causing cell 

apoptosis and impaired embryo invasion and placental proliferation. This supports the 

hypothesis that excessive NO production may have deleterious effects (22). Furthermore, 

derangements in placental development or partial degeneration have been associated with 

recurrent miscarriages and preeclampsia (23). 

Previous studies evaluated the SNP -1026C>A in iNOS as a potential risk factor for 

hypertension (18), gestational hypertension (14) and preeclampsia (14). Nevertheless, this 

genetic variant didn’t seem to affect the susceptibility to any of these disorders. 

Even though the +2087G>A polymorphism, an amino acid substitution from serine to 

leucine in exon 16, is thought to increase iNOS expression and was significantly associated 

with hypertension (18), lymphoma (24) and preeclampsia (14), it was not significantly 

associated with RPL. A larger sample size might be able to detect a small difference 

among groups for this variant. 

While there were no significant associations between iNOS SNPs genotypes and 

haplotypes frequencies and RPL, there was a statistically significant difference in the 

frequency of women carrying the -1026A risk allele (CA/AA) in the RPL patients. Novel 
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studies assessing iNOS genetic variants and gene expression profiles in pregnancy would 

be valuable for understanding the biological mechanisms underlying RPL. 

Alcohol consumption during pregnancy has been studied since the 1980s and its 

significant association with RPL in this study was not unprecedented (25). Alcohol may 

increase the production of prostaglandins, which can suppress cell division, leading to 

miscarriages in a dose-dependent manner (26).  Due to the lack of information on alcohol 

consumption patterns in the present study, we were not able to establish accurate risk 

estimates for RPL relative to alcohol consumption. A more detailed evaluation of drinking 

and smoking habits could provide a better understanding on the effects of these substances 

in the risk for RPL. 

In conclusion, we have shown that the functional polymorphism -1026C>A in the 

iNOS promoter is a potential risk factor for recurrent pregnancy loss, possibly due to OS 

augmentation. Further studies are required to expand our knowledge on developmental 

oxidative stress and inflammatory events during embryo implantation and pregnancy and 

also to corroborate the role iNOS polymorphisms play as a risk factor for RPL in different 

populations 
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ABSTRACT 

Recurrent miscarriage (RM) affects approximately 5% of couples. 

Cyclooxygenase-2 (COX-2) and prostaglandins are suggested to modulate vascular 

endothelial growth factor (VEGFA) expression during angiogenesis and implantation. The 

aim of this study was to investigate if genetic variants in human COX-2 and VEGFA are 

associated with RM. 

 This case control study recruited 149 cases and 208 fertile women. Subjects were 

genotyped for single nucleotide polymorphisms (SNPs) on PTGS2 -1290T/C and -

1195T/C; and VEGFA -2578C/A, -1154G/A, -634G/C and +936C/T SNPs. Chi-square test, 

Student’s t-test and Mann–Whitney U test were used compare the evaluated characteristics 

between groups. 

Allele, genotype and haplotype frequencies did not differ among RM patients and 

controls. Deviation from Hardy-Weinberg Equilibrium was detected in RM cases for -

2578C/A VEGF promoter polymorphism. Since -2578A is linked to lower VEGF 

production, it might be associated with RM. The total number of pregnancies (p= 0.027) 

and the history of alcohol use (OR 2.075, IC 1.32-3.27, p = 0.002) were significantly 

higher in RM cases. 

The concomitant investigation of lifestyle aspects in genetic association studies is 

vital, mainly because a proportion of miscarriages may be preventable by the modification 

risk factors. Further studies to investigate the influence VEGFA and COX-2 

polymorphisms in the risk of RM would benefit from the simultaneous evaluation of gene 

expression. 

 

 

KEYWORDS 

Recurrent pregnancy loss; recurrent miscarriage; cyclooxygenase-2; vascular endothelial 

growth factor 
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INTRODUCTION 

  

Recurrent miscarriage (RM) is currently defined as two or more spontaneous 

pregnancy losses and affects approximately 5% of couples.1 Up to 50% of RM cases do 

not have a clear etiology and are therefore termed unexplained recurrent miscarriages.2  

An adequate vascularization and placental circulation are indispensible for the 

development of a normal pregnancy. Numerous cytokines and growth factors are 

implicated in the implantation process. Cyclooxygenase-2 (COX-2) or prostaglandin-

endoperoxide synthase 2 (PTGS2) is an inducible enzyme responsible for the production of 

prostaglandins, important mediators of inflammatory processes such as the embryo 

implantation.3 Cox-2-/- mice present defective implantation and placentation, elucidating 

the significance of COX-2-derived prostaglandins during pregnancy.4, 5 COX-2 

polymorphisms have been linked to preeclampsia and implantation failure.6, 7 

The vascular endothelial growth factor (VEGF) is a potent angiogenic factor and 

plays an important role, stimulating endothelial cell proliferation and enhancing vascular 

permeability during implantation.8 Several single-nucleotide polymorphisms have been 

reported to alter VEGFA activity9, but their association with RM is inconclusive. 

Derangements in trophoblast invasion, placentation and angiogenesis have been implicated 

in miscarriage pathogenesis and other pregnancy complications.10  

Considering that both COX-2 and prostaglandins are suggested to modulate 

VEGFA expression during angiogenesis and implantation11, the aim of this study was to 

investigate if genetic variants in the human COX-2 and VEGFA genes are associated with 

RM. 
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MATERIALS AND METHODS 

 Patients 

 Women with RM were referred from the Prenatal Diagnosis Clinic of the Medical 

Genetics Service at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Porto Alegre, RS, Brazil) and the 

Department of Obstetrics and Gynecology at Hospital Femina (Porto Alegre, RS, Brazil) in 

collaboration with the Department of Obstetrics and Gynecology at Universidade Federal 

da Bahia (Salvador, BA, Brazil). Patients with 2 or more idiopathic pregnancy losses prior 

to 24 weeks gestation with the same partner were included in the study. 

 Clinical evaluation for recognized causes of RM were performed as described 

previously12-14 including hysteroscopy, laparoscopy, ultrasound, hormonal status 

(gonadotrophins, FSH, LH, prolactin, thyroid hormones and thyroperoxidase), parental 

karyotype examination and heritable thrombophilia investigation. Women were excluded 

from the study if examination suggested an etiology for RM. Controls subjects comprised 

fertile women with history of one or more uncomplicated live births, no pregnancy losses 

and no major medical problems. Demographic information, medical and obstetrical records 

were also assessed in both groups. 

This case-control study was approved by the Research Ethics Committee of 

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Porto Alegre, RS, Brazil) under the number #11-242. 

Written informed consent was obtained for each subject. 

  

Genetic analysis 

 Saliva was collected using Oragene® kit (Genotek) and DNA extraction performed 

in accordance to manufacturer’s instructions. Subjects were genotyped by Taqman Allelic 
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Discrimination Assays (Applied Biosystems) for PTGS2 single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) -1290T/C (rs689465, assay ID C_2517146_10) and -1195T/C (rs689466, assay ID 

C_2517145_20); and VEGFA -2578C/A (rs699947, assay ID C_8311602_10), -1154G/A 

(rs1570360, assay ID C_1647379_10), -634G/C (rs2010963, assay ID C_8311614_10) and 

+936C/T (rs3025039, assay ID C_16198794_10) SNPs. 

Real time PCR reaction procedures were performed as specified by StepOnePlus™ 

Real-Time System’s (Applied Biosystems) manufacturer. Genotypes were determined by 

StepOne v.2.3 software and manually verified. Linkage disequilibrium (LOD) analysis was 

performed using Haploview 4.2 (Broad Institute). Bayesian haplotype estimation software 

PHASE v.2.1 (Stephens Lab) was employed for haplotype assessment. 

 

 Statistical analysis 

 Statistical analysis was performed on SPSS v. 17 (International Business Machines, 

IBM). Clinical characteristics were compared by Chi-square for categorical data and 

Student’s unpaired t-test or Mann-Whitney test for continuous data. Genotype distribution 

for each polymorphism was evaluated in RM and control women for deviation from the 

Hardy–Weinberg equilibrium using chi-square test. Genotype, haplotype and allele 

frequencies were compared by Pearson Chi-square or Fisher’s exact test. Values of p < 

0.05 were considered statistically significant.  
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RESULTS 

 One hundred and forty nine RM patients and 208 fertile controls were included in 

the study. Clinical and demographic characteristics for patients and controls are shown in 

Table 1. RM women and controls had comparable age at first pregnancy, history of 

tobacco use and ethnicity frequency. Nonetheless the total number of pregnancies (p= 

0.027) and the history of alcohol use (OR 2.075, IC 1.32-3.27, p = 0.002) were 

significantly higher in RM cases.  

With power of 80% and a 5% significance level, the minimal detectable odds-ratio 

for the investigated SNPs was 2.055. Allele frequencies and Hardy-Weinberg Equilibrium 

(HWE) analysis can be viewed in Table 2. Two PTGS2 and three VEGFA SNPs were in 

HWE, whereas -2578C/A VEGFA polymorphism significantly deviated from HWE in the 

RM group. Genotype and carrier frequency for the polymorphic alleles were not 

statistically different between RM patients and controls (Table 3).  

 Linkage disequilibrium was detected between the studied SNPs of PTGS2 and for -

2578C/A, -1154G/A and -634 G/C polymorphisms of VEGFA gene. Haplotype analysis 

revealed the presence of 3 haplotypes in PTGS2 and 6 in VEGFA, only haplotypes with 

frequencies higher than 5% were compared (Table 4); no statistical difference was 

detected among the studied groups. 
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Table 1. Characteristics of recurrent miscarriage (RM) patients and controls. 

Characteristics RM Control p 

N 149 208 -- 

Age at first pregnancy a 23.73 ±4.7 22.04 ±7.5 0.347 

Number of pregnancies a 3.67 ±1.7 2.5 ±1.4 0.027* 

      Spontaneous abortions a 
 

3.28 ±1.6 0 -- 

Smoking (%) 23 (15.4) 38 (18.3) 0.569 

Alcohol consumption (%) 60 (40.3) 51 (24.5) 0.002* 

Ethnicity  [n(%)] 
 

 
 

 
 

0.912 

      African descent  
 

56 (37.6) 
 

76 (36.5) 
 

 

      European descent 93 (62.4) 132 (63.5)  

aMean + SD 

* Significant difference between RM cases and controls. 
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Table 2. Single-nucleotide polymorphisms studied in PTGS2 and VEGFA, polymorphic 

allele frequencies (PAF) and Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) analysis of recurrent 

miscarriage (RM) patients and controls. 

Gene SNP Change Effect RM Control P-
Value 

    HWE PAF HWE PAF  
         
PTGS2 rs689465 -1290T/C undertermined 0.946 0.14 0.221 0.18 0.260 
 rs689466 -1195T/C ! expression15 0.967 0.18 0.306 0.15 0.309 
         
VEGFA rs699947 -2578C/A ! expression16 0.002* 0.40 0.206 0.37 0.390 
 rs1570360 -1154G/A ! transcription17 0.265 0.25 0.150 0.22 0.421 
 rs2010963 -634 G/C ! translation17 0.094 0.35 0.204 0.34 0.811 
 rs3025039 +936C/T ! expression18 0.390 0.11 0.980 0.14 0.365 
         

* Significant deviation from HWE in RM cases. 
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Table 3. Genotype frequencies of VEGFA and PTGS2 polymorphisms in recurrent 

miscarriage (RM) patients and healthy controls. 

SNP Genotypes RM Control p 

  N % n %  
       

PTGS2       
       
 CC 3 (2.0) 4 (1.9) 0.385 

-1290T/C TC 37 (24.8) 66 (31.8)  
(rs689465) TT 109 (73.2) 138 (66.3)  

 CC+CT 40 (26.8) 70 (33.7) 0.169 
       
 CC 5 (3.4) 3 (1.4) 0.406 

-1195T/C TC 45 (30.2) 58 (27.9)  
(rs689466) TT 99 (66.4) 147 (70.7)  

 CC+CT 50 (33.6) 61 (29.3) 0.394 
       
       

VEGFA       
       

-2578C/A AA 33 (22.1) 32 (15.4) 0.207 
(rs699947) AC 53 (35.6) 88 (42.3)  

 CC 63 (42.3) 88 (42.3)  
 AA+AC 86 (57.7) 120 (57.7) 0.996 
       

-1154G/A AA 12 (8.1) 14 (6.7) 0.707 
(rs1570360) GA 51 (34.2) 65 (31.3)  

 GG 86 (57.7) 129 (62.0)  
 AA+GA 63 (42.3) 79 (38.0) 0.413 
       

-634 G/C CC 19 (12.8) 28 (13.5) 0.822 
(rs2010963) GC 66 (44.2) 85 (40.9)  

 GG 64 (43.0) 95 (45.6)  
 CC+GC 85 (57.0) 113 (54.3) 0.610 
       

+936C/T TT 3 (2.0) 4 (1.9) 0.490 
(rs3025039) CT 28 (18.8) 50 (24.1)  

 CC 118 (79.2) 154 (74.0)  
 TT+CT 31 (20.8) 54 (26.0) 0.259 
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Table 4. Haplotype frequencies of VEGFA and PTGS2 polymorphisms in recurrent 

miscarriage (RM) patients and healthy controls. 

 
Gene Haplotype Total RM Controls p 

      
PTGS2 T T 0.669 0.671 0.668 0.936 

 C T 0.167 0.185 0.154 0.277 
 T C 0.164 0.144 0.178 0.232 
      

VEGFA C G C 0.338 0.346 0.332 0.698 
 C G G 0.279 0.248 0.300 0.125 
 A G C 0.234 0.252 0.221 0.342 
 C A G 0.144 0.151 0.139 0.664 
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DISCUSSION 

 A normal pregnancy comprises endometrial receptivity, embryo attachment and 

implantation, decidualization, angiogenesis and placentation. Derangements in any of these 

events can lead to uteroplacental circulation inefficiency and finally spontaneous 

miscarriage or other complications. 

Our data suggests that there is no association between allele, genotype and 

haplotype frequencies of the studied COX-2 and VEGFA genetic variants and recurrent 

miscarriages. However, a deviation from HWE was detected in RM cases for -2578C/A 

VEGF promoter polymorphism. The HWE deviation was independent of ethnicity and 

recruitment center (data not shown) and was also observed in Arabian cases of RM.19 In 

our study, the -2578A/A homozygote genotype was more frequent in RM patients than 

expected. Since the -2578A allele was previously associated with lower VEGF 

production20, it might be associated with RM. 

Another important result of our study is the association of alcohol use and RM. 

Even though we did not have detailed data on alcohol consumption pattern, history of 

drinking proved to be significantly higher in the RM group. Some investigations have 

reported more than 3-fold increased risk of first trimester spontaneous miscarriage for 

women with moderate drinking habits. 21 This finding brings to light the significance of 

lifestyle data in genetic association studies, most of which don’t evaluate lifestyle-related 

risk factors for RM such as drinking alcohol and tobacco use. The concomitant 

investigation of lifestyle aspects is vital, mainly because a proportion of miscarriages may 

be preventable by the modification of risk factors.22 

Previous studies reported that VEGFA -1154A reduces transcription and VEGFA -

634G impairs VEGFA translation.17 Nevertheless, more recent reports failed to associate -
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2578C/A, -1154G/A and -634 G/C polymorphisms to serum VEGF protein levels. 19 

Results on the significance of VEGFA SNPs in RM are highly heterogeneous and could be 

explained by ethnicity and geographic region variation.23 In 2010 a meta-analysis selected 

four studies and VEGFA-1154G/A polymorphism was significantly associated with RM.24 

Conversely, a more recent meta-analysis selected the same studies and four others and 

could not confirm the previous finding.25 Nonetheless,  -634 G/C and +936C/T were 

associated with the risk of RM under dominant models.25 The lack of association of RM 

with -634 G/C and +936C/T was also described in Greek26 and Korean27 women, in 

contrast with an American study.16 These discrepant results may be due to conflicting 

inclusion and exclusion criteria, different sample sizes, the lack of influence of these 

polymorphisms in RM risk and the before mentioned ethnic variation. 

COX-2 plays a critical role in implantation and it has been suggested that it can up-

regulate VEGF expression and therefore modulate angiogenesis.11 COX-2 over-expression 

can stimulate inflammation, inhibit apoptosis and angiogenesis, thus it can be involved in 

pregnancy loss. Higher COX-2 expression during the implantation window in endometrial 

tissue of women with RM was detected recently.28 This was the first study to our 

knowledge to investigate the association of PTGS2 variants and RM. It has been suggested 

that polymorphisms -1195T/C and -765G/C may reduce the risk for preeclampsia and 

endometriosis.7, 29 Moreover, SNP -765G/C was associated with a higher risk for 

implantation failure in Chilean women.6 Therefore, the role of PTGS2 polymorphisms in 

recurrent pregnancy loss should be further investigated.  

One possibility to explain the lack association of the studied PTGS2 and VEGFA 

SNPs and RM is the complexity of the expression regulation pathway of embryo 

implantation and angiogenesis, which may have a more determinant role than genetic 
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variants. We also need to consider the fact that the embryo genotype for the genetic 

variants might be important in determining risk to RM.  

Further studies to investigate the influence of VEGFA and COX-2 in the risk of 

RM would benefit from the simultaneous evaluation of genetic variants and gene 

expression. It is likely that the actual susceptibility for RM cannot be estimated only by 

few SNPs analysis, but through the interaction of genetic variability from different genes 

in the complex pathways that modulate embryo implantation, placentation and 

angiogenesis during pregnancy. 
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5. Resultados adicionais 
 

 

 Neste capítulo estão apresentados os resultados das análises das frequências 

genotípicas e alélicas de polimorfismos nos genes TP53, TP63, TP73, LIF e eNOS. Essas 

variantes genéticas previamente estudadas por nosso grupo de pesquisa não haviam 

apresentado resultados estatisticamente significantes. O aumento de tamanho amostral do 

atual trabalho, em relação aos anteriores, possibilitou a eliminação da diferença 

estatisticamente significativa da etnia entre o grupo de estudo e o grupo controle. A origem 

étnica tem grande importância em polimorfismos genéticos, portanto a reavaliação dos 

resultados prévios foi efetuada. 

 Além disso, estão apresentados resultados da comparação entre pacientes com 2 

perdas gestacionais e pacientes com 3 ou mais perdas gestacionais.  
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5.1. Revisão de polimorfismos previamente estudados por nosso grupo de pesquisa em 

abortamentos recorrentes 

 

As novas análises não revelaram diferenças estatisticamente significantes nas 

frequências alélicas e genotípicas dos SNPs avaliados entre mulheres com AR e controles 

(Tabela 1), confirmando os dados previamente publicados (Dutra et al., 2014; Fraga et al., 

2014a; Fraga et al., 2014b) 

 

Tabela 1. Frequências alélicas e genotípicas de polimorfismos em TP53, TP63, TP73, LIF 

e eNOS em mulheres com abortamentos de repetição (AR) e controles. 

 
SNP Genótipo/Alelo AR Controles p 

  N % n %  
       

TP53  GG 70 (47,0) 94 (45,2) 0,910 
(rs1042522) GC 61 (40,9) 86 (41,3)  

 CC 18 (12,1) 28 (13,5)  
 CC+GC 79 (53,0) 114 (54,8) 0,738 

 G 201 (67,4) 274 (65,9)  
 C 97 (32,6) 142 (34,1) 0,658 
       

TP63 TT 95 (63,8) 126 (60,6) 0,797 
(rs17506395) TG 46 (30,9) 71 (34,1)  

 GG 8 (5,4) 11 (5,3)  
 GG+TG 54 (36,2) 82 (39,4) 0,542 
 T 236 (79,2) 323 (77,6)  

 G 62 (20,8) 93 (22,4) 0,620 
       

TP73 GG 96 (64,4) 120 (57,7) 0,424 
(rs6695978) GA 46 (30,9) 75 (36,0)  

 AA 7 (4,7) 13 (6,3)  
 AA+GA 53 (35,6) 88 (42,3) 0,199 
 G 238 (79,9) 315 (75,7)  
 A 60 (20,1) 101 (24,3) 0,191 
       

LIF TT 77 (51,7) 104 (50,0) 0,922 
(rs929271) TG 59 (39,6) 87 (41,8)  

 GG 13 (8,7) 17 (8,2)  
 GG+TG 72 (48,3) 104 (50,0) 0,755 
 T 213 (71,5) 295 (70,9)  
 G 85 (28,5) 121 (29,1) 0,870 
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Tabela 1. Frequências alélicas e genotípicas de polimorfismos em TP53, TP63, TP73, LIF 

e eNOS em mulheres com abortamentos de repetição (AR) e controles. 

 

(continuação) 

 
SNP Genótipo/Alelo AR Controles p 

  N % n %  
       

eNOS -786T/C TT 75 (50,3) 95 (45,7) 0,519 
(rs2070744) TC 57 (38,3) 92 (44,2)  

 CC 17 (11,4) 21 (10,1)  
 CC+CT 74 (49,7) 113 (54,3) 0,384 
 T 207 (69,5) 282 (67,8)  
 C 91 (30,5) 134 (32,2) 0,635 
       

eNOS +894G/T GG 86 (57,7) 111 (53,4) 0,745 
(rs1799983) GT 54 (36,2) 82 (39,4)  

 TT 9 (6,1) 15 (7,2)  
 TT+GT 63 (42,3) 97 (46,6) 0,415 
 G 226 (75,8) 304 (73,1)  
 T 72 (24,2) 112 (26,9) 0,405 
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5.2. Mulheres com duas perdas gestacionais e mulheres com três ou mais perdas 

gestacionais 

 

Foram analisadas características clínicas, frequências alélicas e genotípicas de 

SNPs nos genes VEGFA, PTGS2, iNOS, eNOS, TP53, TP63, TP73 e LIF  entre os 

subgrupos de mulheres com duas e mulheres com mais de duas perdas gestacionais 

(Tabelas 2 e 3).  

Idades na primeira gestação, consumo de tabaco e álcool não foram diferentes entre 

os grupos. Frequências alélicas e genotípicas foram diferentes entre mulheres com 2 

abortamentos e mulheres com 3 ou mais abortamentos para o SNP em eNOS +894G/T (p= 

0.01 e p=0.039, respectivamente). 

 

Tabela 2. Dados clínicos dos subgrupos de mulheres com dois e mulheres com três ou 

mais abortamentos. 

 

Características Duas perdas Três 
ou mais perdas 

p 

N 52 (34,9) 97 (65,1) -- 

Idade na primeira gestação 24,38 ± 7,01 23,37 ±7,8 0,559 

Número de gestações 2,00 ± 0 3,97 ±1,64 < 0,001 

Fumo (%) 9 (17,3) 14 (14,4) 0,813 

Consumo de álcool (%) 26 (50,0) 34 (35,1) 0,083 

Etnia  [n(%)] 
 

 
 

 
 

0,723 

      Descendência africana  
 

21 (40,4) 
 

35 (36,1) 
 

 

      Descendência europeia 31 (59,6) 62 (63,9)  

Dados contínuos apresentados no formato de  média ± desvio padrão. 
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Tabela 3. Frequências alélicas e genotípicas de polimorfismos em VEGFA, PTGS2, iNOS, 

eNOS, TP53, TP63, TP73 e LIF em mulheres com 2 e com 3 ou mais abortamentos. 

 
SNP Genótipo/Alelo Duas perdas Três ou mais 

perdas 
p 

  N % n %  
       

VEGFA       
       

-2578C/A CC 19 (36,5) 44 (45,4) 0,619 
(rs699947) CA 20 (38,5) 33 (34,0)  

 AA 13 (25) 20 (20,6)  
 C 58 (55,8) 121 (62,4) 0,321 
 A 46 (44,2) 73 (37,6)  
       

-1154G/A GG 30 (57,7) 56 (57,7) 1,000 
(rs1570360) GA 18 (34,6) 33 (34,0)  

 AA 4 (7,7) 8 (8,2)  
 G 78 (75,0) 145 (74,7) 1,000 
 A 26 (25,0) 49 (25,3)  
       

-634 G/C GG 26 (50,0) 38 (39,2) 0,228 
(rs2010963) GC 18 (34,6) 48 (49,5)  

 CC 8 (15,4) 11 (11,3)  
 G 70 (67,3) 124 (63,9) 0,611 
 C 34 (32,7) 70 (36,1)  
       

+936C/T CC 40 (76,9) 78 (80,4) 0,847 
(rs3025039) CT 11 (21,2) 17 (17,5)  

 TT 1 (1,9) 2 (2,1)  
 C 91 (87,5) 173 (89,2) 0,704 
 T 13 (12,5) 21 (10,8)  
       

PTGS2       
       

-1290T/C TT 36 (69,2) 73 (75,3) 0,070 
(rs689465) TC 13 (25,0) 24 (24,7)  

 CC 3 (5,8) 0 (0)  
 T 85 (81,7) 170 (87,6) 0,167 
 C 19 (18,3) 24 (12,4)  
       

-1195T/C TT 32 (61,5) 67 (69,1) 0,674 
(rs689466) TC 18 (34,6) 27 (27,8)  

 CC 2 (3,8) 3 (3,1)  
 T 82 (78,8) 161 (83,0) 0,434 
 C 22 (21,2) 33 (17,0)  
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Tabela 3, Frequências alélicas e genotípicas de polimorfismos em VEGFA, PTGS2, iNOS, 

eNOS, TP53, TP63, TP73 e LIF em mulheres com 2 e com 3 ou mais abortamentos. 

(continuação) 
SNP Genótipo/Alelo Duas perdas Três ou mais 

perdas 
p 

  N % n %  
       

iNOS       
       

-1026C>A CC 18 (34,6) 35 (36,1) 0,226 
(rs2779249) CA 22 (42,3) 50 (51,5)  

 AA 12 (23,1) 12 (12,4)  
 C 58 (55,8) 120 (61,9) 0,323 
 A 46 (44,2) 74 (38,1)  
       

+2087G>A GG 35 (67,3) 59 (60,8) 0,683 
(rs2297518) GA 15 (28,8) 35 (36,1)  

 AA 2 (3,8) 3 (3,1)  
 G 85 (81,7) 153 (78,9) 0,650 
 A 19 (18,3) 41 (21,1)  
       

eNOS       
       

-786T/C TT 29 (55,8) 46 (47,4) 0,276 
(rs2070744) TC 20 (38,5) 37 (38,1)  

 CC 3 (5,8) 14 (14,4)  
 T 78 (75,0) 129 (66,5) 0,147 
 C 26 (25,0) 65 (33,5)  
       

+894G/T GG 37 (71,2) 49 (50,5) 0,039 
(rs1799983) GT 14 (26,9) 40 (41,2)  

 TT 1 (1,9) 8 (8,2)  
 G 88 (84,6) 138 (71,1) 0,010 
 T 16 (15,4) 56 (28,9)  
       

TP53  GG 29 (55,8) 41 (42,3) 0,191 
(rs1042522) GC 16 (30,8) 45 (46,4)  

 CC 7 (13,5) 11 (11,3)  
 G 74 (71,2) 127 (65,5) 0,365 
 C 30 (28,8) 67 (34,5)  
       

TP63 TT 31 (59,6) 64 (66,0) 0,764 
(rs17506395) TG 18 (34,6) 28 (28,9)  

 GG 3 (5,8) 5 (5,2)  
 T 80 (76,9) 156 (80,4) 0,550 

 G 24 (23,1) 38 (19,6)  
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Tabela 3, Frequências alélicas e genotípicas de polimorfismos em VEGFA, PTGS2, iNOS, 

eNOS, TP53, TP63, TP73 e LIF em mulheres com 2 e com 3 ou mais abortamentos. 

(continuação) 
SNP Genótipo/Alelo Duas perdas Três ou mais 

perdas 
p 

  N % n %  
       

TP73 GG 35 (67,3) 61 (62,9) 0,831 
(rs6695978) GA 15 (28,8) 31 (32,0)  

 AA 2 (3,8) 5 (5,2)  
 G 85 (81,7) 153 (78,9) 0,650 
 A 19 (18,3) 41 (21,1)  
       

LIF TT 28 (53,8) 49 (50,5) 0,690 
(rs929271) TG 21 (40,4) 38 (39,2)  

 GG 3 (5,8) 10 (10,3)  
 T 77 (74,0) 136 (70,1) 0,503 
 G 27 (26,0) 58 (29,9)  
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6. Discussão 
 

 

 O termo AR ainda não é amplamente compreendido da mesma maneira. O termo 

clássico é definido como a perda de 3 ou mais gestações consecutivas (Rai e Regan, 2006). 

Após a comprovação de que não há diferenças na prevalência de resultados de testes 

diagnósticos alterados  entre mulheres com números de perdas gestacionais diferentes, a 

avaliação clínica dos casais passou a começar após dois abortamentos (Jaslow et al., 2010). 

Atualmente, é crescente o número de grupos e comitês que consideram AR como 2 ou 

mais perdas gestacionais (ASRM, 2012).  Isso faz com que a incidência de 1-3% para AR 

alcance até 5% dos casais sexualmente ativos (ASRM, 2012).  

 Estima-se que cerca de 50% dos AR sejam explicados por fatores de risco 

substanciais, como translocações parentais ou malformações uterinas (Li et al., 2002). No 

entanto, estudos mais recentes debatem que um diagnóstico é definido em menos de 10% 

dos casos (Christiansen, 2014). Além disso, quanto maior o número de perdas gestacionais, 

menor é a probabilidade de que elas sejam associadas a anormalidades cromossômicas 

fetais (Kwinecka-Dmitriew et al., 2010), reforçando o papel da presença de fatores de risco 

maternos na etiologia dos AR. 

 Alterações na implantação embrionária e no crescimento placentário podem levar 

ao crescimento fetal intrauterino restrito, pré-eclâmpsia, nascimento prematuro e morte 

perinatal. A associação significativa desses desfechos adversos, além de baixo peso ao 

nascer e outras complicações obstétricas, foi demonstrada em mulheres com AR quando 

comparadas a controles (Christiansen, 2014). Adicionalmente, mulheres com pelo menos 

uma perda gestacional apresentam risco aumentado de infarto do miocárdio, infarto 

cerebral e hipertensão. Esse risco aumenta quanto maior o número de abortamentos, 

mesmo controlando para fatores de confusão como o fumo e o álcool (Ranthe et al., 2013). 

Uma possível interpretação para essa elevação de risco é o aumento de processos 

inflamatórios e do stress oxidativo, que podem ter mecanismos comuns em AR e eventos 

ateroscleróticos. 

 Dessa forma, o estudo de polimorfismos genéticos como fatores de risco se mostra 

importante na determinação de susceptibilidade aos AR e na possível formação de 

subgrupos de pacientes com diferentes desfechos e prognósticos. No presente trabalho 

foram estudados polimorfismos em genes relacionados a processos inflamatórios, stress 
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oxidativo, implantação, ciclo celular e angiogênese, de modo a avaliar genes envolvidos 

em diferentes etapas do estabelecimento e da manutenção da gestação. 

 Um microambiente inflamatório é necessário para o sucesso da implantação e o 

remodelamento tecidual no primeiro trimestre da gestação (Challis et al., 2009). Essa 

inflamação envolve a maior expressão de citocinas e quimiocinas, porém, a reação 

inflamatória excessiva pode levar a perdas gestacionais e a outras complicações (Chaouat 

et al., 2007). Defeitos na placentação podem causar fragmentação do trofoblasto e redução 

da invasão do citotrofoblasto, levando a uma elevação precoce de oxigenação do feto 

(Jauniaux et al., 2006). A hipóxia fisiológica do primeiro trimestre da gestação pode 

proteger o feto contra os efeitos deletérios das EROs e das ERNs (Jauniaux et al., 2003a). 

 Na reação inflamatória, a  COX-2 e a iNOS induzem a formação de EROs e de 

ERNs. Neste trabalho não foram detectadas diferenças estatisticamente significantes nas 

frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos -1290T/C e -1195T/C em PTGS2 

entre pacientes com AR e controles. Todavia, quando avaliados os SNPs -1026C/A e 

+2087G/A em iNOS, foi encontrada uma maior frequência de portadoras do polimorfismo 

-1026A (CA/AA) no grupo de AR. O alelo -1026A foi associado  a um aumento de 4,7 a 

5,9 vezes na atividade da iNOS (Fu et al., 2009; Li et al., 2010); essa elevação na 

expressão da iNOS pode gerar produção excessiva de NO e peroxinitrito, um potente pró-

oxidante. O peroxinitrito pode provocar quebras de DNA e alterações proteicas, 

acarretando em possíveis perdas ou ganhos de função. O haplótipo de -1026C/A e 

+2087G/A em iNOS  contendo dois alelos polimórficos (A A) e a frequência do alelo 

+2087A foram mais frequentes nas pacientes com AR, mas essa diferença não foi 

estatisticamente significativa. O alelo +2087A já foi estudado em pacientes com pré-

eclâmpsia e hipertensão gestacional, e foi significativamente associado ao risco de pré-

eclâmpsia (Amaral et al., 2012). Assim, um maior tamanho amostral pode ser capaz de 

detectar um diferença significante na frequência do SNP +2087G/A entre mulheres com 

AR e controles. 

 A superprodução de NO e de peroxinitrito pode causar também a fosforilação e a 

subsequente acumulação de p53, acarretando em morte celular (Hussain et al., 2003), e 

finalmente resultando em defeitos na invasão embrionária e na proliferação placentária. 

Embora não tenhamos encontrado diferenças nas frequências alélicas e genotípicas de 

variantes genéticas da família p53 (nos genes TP53, TP63, TP73), é possível que esses 
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genes estejam envolvidos no mecanismo da perda gestacional de forma semelhante a 

mecanismos descritos em câncer (Figura 3), pois p53 pode regular a COX-2 e a iNOS à 

nível transcricional  (Hussain et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Radicais livres podem inibir ou exacerbar a angiogênese e a apoptose, 

dependendo de suas concentrações, background genético e microambiente de ação. 

Citocinas pró-inflamatórias induzem a óxido nítrico sintase (iNOS) e a ciclooxigenase-2 

(COX-2) que geram espécies reativas de oxigênio (EROs) e de nitrogênio (ERNs). Tanto a 

iNOS quanto a COX-2 podem ter sua transcrição reprimida por p53. As respostas ao stress 

celular incluem dano celular e ao DNA. EROs e ERNs podem estimular ou inibir a 

angiogênese através da modulação da expressão de VEGF de maneira dose-dependente 

(Figura adaptada de Hussain et al., 2003) 
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A COX-2 e as prostaglandinas derivadas de COX-2 são capazes também de 

modular a expressão de VEGFA. Não houve diferença entre as frequências alélicas e 

genotípicas dos SNPs em VEGFA -2578C/A, -1154G/A, -634 G/C e +936C/T entre 

mulheres com AR e controles. Entretanto, o SNP -2578C/A, associado à menor expressão 

de VEGFA,  não estava em equilíbrio de Hardy-Weinberg em pacientes com AR, 

independentemente de sua etnia e procedência. Este achado já foi relatado em pacientes 

com AR de outras populações (Almawi et al., 2013). Em nosso estudo, o genótipo AA foi 

mais frequente do que o esperado e, como o alelo -2578A foi previamente associado à 

menor produção de VEGF  (Shahbazi et al., 2002), o genótipo homozigoto -2578AA pode 

estar associado a AR. 

Apesar da ampliação do tamanho amostral e da descendência africana comparável 

entre os grupos de estudo, análises de frequências alélicas e genotípicas para 

polimorfismos em LIF e eNOS não detectaram diferenças estatisticamente significantes 

entre mulheres com AR e controles. Estes resultados confirmam estudos prévios de nosso 

grupo de pesquisa (Dutra et al., 2014; Fraga et al., 2014b).  

Quando comparadas mulheres com duas perdas gestacionais às mulheres com três 

ou mais perdas gestacionais foi detectada diferença no polimorfismo em eNOS +894G/T. 

Esse SNP no éxon 7 do gene eNOS foi associado à redução da atividade da enzima e 

consequente redução na produção de NO (Karvela et al., 2008). Estudos prévios 

associaram maiores frequências do alelo +894T ao maior risco para abortamentos de 

repetição e, o genótipo +894GG à proteção para complicações na gestação (Medica et al., 

2007; Shin et al., 2010; Su et al., 2011; Luo et al., 2013), embora isso não tenha sido 

evidenciado em nossa e em outras populações (Hefler et al., 2002; Karvela et al., 2008; 

Dutra et al., 2014).  

O alelo ancestral +894G e o genótipo GG foram encontrados em maior frequência 

em mulheres com apenas duas perdas gestacionais quando comparadas às mulheres com 

mais abortamentos. Esse resultado parece contrastante com nossos achados relacionados a 

iNOS, porém ele corrobora hipóteses de que o NO é produzido pelas diferentes isoformas 

de NOS em concentrações e em intervalos de tempo diferentes (Ignarro, 2010). Enquanto a 

iNOS  é capaz de gerar altas concentrações de NO por longos períodos, a produção NO 

ocorre em pulsos e em menores concentrações (Guzik et al., 2003). Dessa forma, é 
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possível que a ação das duas enzimas para a produção de NO ocorra em diferentes 

momentos do desenvolvimento da gestação e  para diferentes fins. 

Achados conflitantes de nossos estudos em relação à literatura podem ser devidos a 

diferentes backgrounds genéticos. Apesar da distribuição similar de ancestralidade africana 

e europeia entre nossos grupos de estudo, é preciso considerar a heterogeneidade étnica da 

população brasileira (Salzano e Sans, 2014). A ancestralidade pode influenciar as 

frequências alélicas de variantes genéticas, podendo ser de grande importância para alguns 

genes como o VEGFA (Muniz et al., 2009). 

Uma maior frequência de consumo de álcool foi relatada pelas mulheres com AR 

em relação aos controles, embora não tivéssemos dados detalhados sobre o padrão de 

consumo. O consumo de álcool durante a gestação está associado a efeitos teratogênicos, 

causando malformações, crescimento intrauterino restrito, déficits de aprendizado, 

problemas de saúde comportamentais, sociais e mentais (Kingsbury et al., 2014). Não há 

um nível seguro de consumo de álcool durante a gestação. O consumo de álcool pré-

concepcional está associado ao consumo durante a gestação, particularmente em gestações 

não planejadas (Skagerstrom et al., 2011). Além disso, o consumo moderado de álcool está 

associado a um aumento de três vezes no risco de abortamento espontâneo no primeiro 

trimestre (Kesmodel et al., 2002). É de extrema importância a avaliação de fatores 

relacionados ao estilo de vida em estudos de associação genética. O uso de álcool e de 

tabaco são alguns dos poucos  fatores de risco para complicações durante a gestação que 

podem ser modificados, potencialmente prevenindo muitas perdas gestacionais 

espontâneas (Feodor Nilsson et al., 2014).  

A complexidade das rotas de regulação da expressão das proteínas relacionadas à 

implantação embrionária, stress oxidativo e angiogênese pode dificultar o estabelecimento 

de associações significativas entre polimorfismos de base única e o risco para AR. Os 

SNPs são utilizados como marcadores para potencial papel dos genes, portanto a sua não 

associação com o desfecho não exclui a possibilidade de associação dos genes estudados 

nos mecanismos por trás dos AR.  

Também é preciso considerar a potencial importância dos genótipo embrionário 

para essas variantes e sua influência no desenvolvimento da gestação. Estudos começaram 

a avaliar o papel do genótipo paterno em polimorfismos relacionados aos AR (Udry et al., 
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2014). No futuro talvez possamos estimar o genótipo embrionário para as variantes com 

base nas informações parentais, possibilitando uma nova abordagem.  

Novos estudos em outras populações devem ser realizados para a confirmação de 

nossos achados. Estudos futuros envolvendo o acompanhamento dos desfechos dos casos 

de AR aqui avaliados poderão contribuir para a compreensão do papel das variantes 

genéticas na manutenção da gestação. 

Este trabalho confirma a natureza multifatorial das perdas gestacionais recorrentes, 

mostrando que o consumo de álcool e variantes de genes associados à produção de óxido 

nítrico e o stress oxidativo têm efeito na fisiopatologia dos AR. Este trabalho corrobora 

estudos anteriores referentes a importância da investigação de fatores de risco para os AR. 

Mostramos pela primeira vez a associação de um SNP em iNOS e o risco para AR, o que 

evidencia o envolvimento do stress oxidativo na susceptibilidade aos AR. 
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Apêndices 
 

APÊNDICE A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 

FATORES GENÉTICOS DE RISCO PARA PERDAS GESTACIONAIS 

RECORRENTES 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Gostaríamos de convidá-la para participar de um estudo para investigação de 

fatores de risco para perdas gestacionais recorrentes. Entre os fatores de risco estão 

algumas alterações genéticas que podem modificar o bom funcionamento de uma gestação. 

Para o diagnóstico e estudo dessas alterações é necessária uma amostra de sangue e/ou 

saliva, no qual será analisado o DNA (material genético). As amostras coletadas serão 

usadas para análises desse estudo e armazenadas para possíveis outras análises futuras que 

visem melhorar o entendimento das causas das perdas gestacionais. As amostras serão 

armazenadas no Laboratório de Genética Médica do Departamento de Genética da 

UFRGS.  

As pacientes com duas ou mais perdas gestacionais serão comparadas com 

mulheres que não tiveram perdas de gravidez. A sua participação é importante para que 

possamos chegar a conclusões que possam lhe beneficiar ou a outras pacientes em futuras 

gestações. A sua participação é voluntária, sem prejuízo de seu tratamento e sem qualquer 

custo, e você tem o direito de se retirar do estudo a qualquer momento, bastando 

unicamente manifestar a sua vontade. As informações são confidenciais e serão analisadas 

em conjunto sem identificação individual. Estes resultados serão publicados em revistas 

científicas especializadas.  

Para viabilizarmos o estudo é necessário que, além de responder a um questionário, 

sejam coletados 10mL de sangue de uma veia periférica e/ou saliva. O volume coletado 

não tem repercussão sobre seu organismo e o risco da coleta de sangue pode ser a dor da 

punção, a formação de uma pequena mancha escura na pele (equimose) ou um 

sangramento mínimo.  
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Os resultados dos exames realizados a partir da coleta estarão a sua disposição com 

os pesquisadores no Serviço de Genética Médica / Hospital de Clínicas de Porto Alegre.  

O presente documento tem por finalidade esclarecer as informações sobre esse 

projeto de pesquisa e é elaborado em duas vias, ficando uma com a participante e outra 

arquivada com o pesquisador responsável por esse projeto. Se estiver de acordo em 

participar do estudo, favor assinar a linha correspondente a seu nome e responda como 

achar melhor a questão a seguir:  

Autoriza o uso do seu material biológico para estudos futuros do nosso grupo que 

envolva fatores genéticos de risco para eventos adversos durante a gestação?  

(  ) sim (  ) não  

Nome da paciente: __________________________________  

Assinatura: ________________________________________  

Pesquisador: ___________________________________  

Assinatura: ________________________________________  

Porto Alegre, ___ de __________________ de ________.  

Pesquisador Responsável:  

Dra. Maria Teresa Vieira Sanseverino – pesquisadora responsável  

Serviço de Genética Médica do HCPA – fone 3359-8011  

Telefone do Comitê de Ética em Pesquisa do HCPA – 3359-8304  
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APÊNDICE B: QUESTIONÁRIO PADRONIZADO PARA COLETA DE DADOS DOS 

CASOS E CONTROLES 

VARIANTES GÊNICAS NA VIA DE SINALIZAÇÃO DA PROTEÍNA TP53 E SUA 
RELAÇÃO COM PERDAS GESTACIONAIS RECORRENTES 

 

 

IDENTIFICAÇÃO 

 Cônjuge da Paciente  
1. Nome: 
_____________________________________________________________   
2. Data nascimento: _______________ Idade: ______________________________ 
  
3. Profissão/ocup: ______________________________   
4. Escolaridade: _______________________________   

Paciente  
5. Nome: 
_____________________________________________________________   
6. Endereço: 
__________________________________________________________   
7. Bairro: ____________________ Cidade:     _______________________________ 
8.  CEP: ______________________   
9. Fone casa: _____________________ Fone Cel: 
___________________________   

10.Data nascimento: ________________ Idade: ___________________  
11. Profissão/ocup: ______________________________   
12. Escolaridade: _______________________________   
13. Peso habitual: _______ kg Peso atual: ______ kg Altura: ______ m IMC:___   
14. Doença auto-imune: _______________________________________________  
15. Histórico de Tumor/Câncer:   

    
Paciente 

  
Cônjuge 

 
 

Familiares da 
paciente 

  

Familiares do 
Cônjuge 

    
Tumor      

Câncer       

16. Grupo Sanguíneo: ______ Fator RH: ( ) positivo ( ) negativo ( ) não sabe   
17. Consangüinidade do Casal:  (  ) Sim  (  )Não  Obs: _____ 
18. Dificuldades para engravidar?   (  ) Sim  (  )Não 
19. Gestações: _________  
20. NV: _________  
21. NM: _________  
22. Abortamento espontâneo: ________  
23. Abortamento provocado: ________  
24. Filhos vivos: ________  
(heredograma no verso)  
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Materna  

    
Paterna  

    
Obs  

  
25. Fumo     

26. Álcool       

27. Outras drogas       

28. Medicamentos     

29. Antecedentes de malformação     

30. Grupo étnico      
31. Doença crônica      
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32. Dados gestacionais 

Nº 

gest 

Ano Pré-

natal 

local 

Gesta 

planej 

Uso de 

fólico peric 

qdade/data 

Compl  HCG ECO/data Parto 

C/N 

Curetag Nvivo Nmorto Abort 

espon 

Obs 
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33. Resumo da investigação realizada 
 

CAUSA EXAME S/N DATA NORMAL ANORMAL OBS 

Genética Cariótipo do esposa      

Cariótipo do esposo      

Cariótipo do material de aborto      

Anatômica Histeroscopia      

Ecografia      

Laparoscopia      

Histerossalpingografia      

Defeito mülleriano      

Incompetência Istmocervical      

Endócrina Biópsia de endométrio      

Gonadotrofinas      

Prolactina      

Hormônios tireóideos      

TPO - tireoperoxidase      

Glicemia      

Outros distúrbios identificados      

trombofilias 
adquiridas 

Ac anticardiolipina      

Ac lúpico anticoagulante      

FAN fator antinuclear      

outras 
 
 

      

 


