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A perda gestacional recorrente idiopatica € multifatorial, pois envolve fatores de risco
clinicos e bioldgicos. A trombofilia pode ser definida como uma predisposi¢cao para
trombose. Anormalidades na hemostasia que estdo associadas com trombofilias
clinicas incluem defeitos hereditarios, tais como os anticoagulantes naturais
Antitrombina lll, Proteina S e Proteina C ou fatores de coagulacéo, as mutacdes do
fator V Leiden, gene da protrombina G20210A, metilenotetrahidrofolato redutase
MTHFR C677T, e defeitos adquiridos, tal como Sindrome Antifosfolipide e a
Hiperhomocisteinemia. O presente trabalho foi realizado com 70 mulheres, sendo
que 35 mulheres apresentavam 3 ou mais abortos recorrentes inexplicaveis, e 35
mulheres voluntarias clinicamente normais, para todas as mulheres foram feitas as
investigacOes para os anticoagulantes naturais da coagulagdo e investigagdo para
as mutacbes do fator V Leiden, gene da protrombina G20210A e
metilenotetrahidrofolato redutase MTHFR C677T e as deficiéncias adquiridas. Em
nosso estudo, encontramos resultados estatisticamente significantes para a
sindrome do anticorpo antifosfolipide (trombofilia adquirida). Em nosso estudo
observamos um grande numero de defeitos trombofilicos adquiridos sendo que
alguns estdo em associacdo com a mutacdo do fator V Leiden e MTHFR C677T,
porém mais pesquisas sdo necessarias para confirmar ou contestar as causas das
trombofilias,e avaliar a eficiéncia e seguranca da tromboprofilaxia em mulheres

gravidas.

Palavras Chave: Abortos Recorrentes, Sindrome do Anticorpo Antifosfolipide,

Trombofilia.



The idiopathic appealing gestational loss is multifactorial because it involves clinical
and biological risk factors. Thrombophilia can be defined as a predisposition for
thrombosis. Abnormalities in homeostasis that are associated with clinical
thrombophilia include hereditary defects, such as natural anticoagulants as
Antithrombin Ill, S Protein and C Protein or coagulation factors, mutations of V
Leiden factor, gene of G20210A prothrombin, MTHFR C677T methilene redutase
tetrahydropholat, and acquired defects just as Antiphospholipid Syndrome and
Hyperhomocisteinemy. The present work was accomplished with 70 women, and 35
women showed 3 or more inexplicable appealing abortions, and 35 women voluntary
clinically normal. For all women were made investigations for natural anticoagulants
of coagulation and investigations for mutations of V Leiden factor, gene of G20210A
prothrombin, MTHFR C677T methilene redutase tetrahydropholat, and acquired
defects. In study we found statistically significant results for antiphospholipid antibody
syndrome (acquired thrombophilia). In our study it was observed a great number of
thrombophilics acquired defects, and some of then are associated to mutation of V
Leiden factor and MTHFR C677T, however more researches are necessary to
confirm or to answer the causes of the thrombophilia and to evaluate the efficiency

and safety of the thromboprophylaxis in pregnant women.

Wordkey: Recurrent pregnancy, antiphospholipid syndrome, thrombophilia.
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1 INTRODUCAO

O sucesso da gravidez € dependente do desenvolvimento e
conservacdo da circulacdo placentaria adequada. Anormalidades da vasculatura
placentaria podem resultar em patologias gestacionais, incluindo abortos
espontaneos no primeiro e segundo trimestre, restricdo ao crescimento uterino,

morte fetal intra-uterina e pré-eclampsia (SALAFIA et al.,1995).

A gravidez é um estado de hipercoagulabilidade, que se deve em parte
as alteracOes fisioldgicas na coagulacdo e sistema fibrinolitico e, portanto, tem um
potencial para interagcdo com trombofilia adquirida e hereditaria. A principal forma de
trombofilia hereditaria inclui a deficiéncia de proteinas anticoagulantes enddgenas,
Antitrombina Ill, Proteina C e Proteina S, anormalidades dos fatores procoagulantes,
particularmente Fator V Leiden. A variante do gene da protrombina, a qual apresenta
a substituicio de uma guanina por uma adenina na posi¢cdo 20210 do gene
(G20210A) e a presenca em homozigose do gene que codifica a
metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR) que apresenta uma timina em lugar de
uma citosina na posicdo 677 (C677T), a qual em conjunto com a dieta alimentar
insuficiente em vitamina B, associa-se com a hiperhomocisteinemia, aumentando

assim, o risco de trombose (GREER et al., 2003).

A primeira trombofilia hereditaria foi descoberta em 1965 por Egeberg, a
deficiéncia da Antitrombina Ill e, foi encontrada no estudo de uma familia, na qual

diversos membros eram afetados por trombose venosa (EGEBERG, 1965; BECK et
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al.,1965). E a mais trombogénica de todas as trombofilias hereditarias. Com um risco
de tempo de vida 70 — 90% de tromboembolismo (GIRLING, 1998; CAVENAGH,

COLVIN, 1996).

A Antitrombina Ill, € uma glicoproteina, vitamina K independente, um
componente de eixo do sistema de anticoagulante natural, agindo como um principal
inibidor da trombina e outras serinoproteases (PAIDAS et al., 2004). Quando ligada
ao sulfato de heparan presente nas ceélulas endoteliais neutraliza os

procoagulantes, a trombina, o fator Xla, Xa, 1Xa (SELIGSOHN et al ., 2001).

A deficiéncia de Antitrombina Ill, € uma doenca autossémica dominante,
€ 0 mais importante inibidor fisiologico da trombina e inibidor dos fatores Xa, 1Xa, e

Xlla (RAO et al.,1997).

Preston et al., (1996), relata que mulheres com deficiéncia de
Antitrombina Il apresentam risco aumentado de natimortos (odds ratio 5,2, 95% CI
1,5 to 18,1), e uma margem aumentada na taxa de abortos (odds ratio 1,7, 95% CI

1,0 to 2,8).

A prevaléncia na populacdo geral comparada com a prevaléncia de 0,5—
1,0% em paciente com tromboembolismo venoso sugere que a deficiéncia de
Antitrombina aumente o risco trombotico, no minimo 50 vezes em mulheres néo

gravidas (WALKER, 2000).

Estudos familiares sugerem que a deficiéncia de Antitrombina é o defeito

mais severo quando comparado com a deficiéncia de Proteina C ou Proteina S, com
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mais pacientes sofrendo evento tromboético antes da idade de 25 anos (THALER,

LECHNER, 1981; HIRSH et al., 1989).

A prevaléncia da deficiéncia de Antitrombina é baixa, 1/1000 para
1/5000, isto é, somente presente em 1% das pacientes com tromboembolismo
(SUGIMURA et al.,1999). O risco de trombose entre as mulheres afetadas é de 60%

durante a gravidez e 33% durante o puerpério (LOCKWOOD, 2002).

Na década de 1980, defeitos genéticos resultando em deficiéncia de PC e
PS foram reconhecidos pela primeira vez como causas de trombofilia familiar.
Deficiéncias heterozigoéticas de PC e PS sado associadas a risco estimado para
ocorréncia de tromboembolismo venoso aproximadamente 10 vezes maior em
comparacao a individuos normais. A homozigose para deficiéncia de PC ou PS é
associada ao quadro clinico grave de purpura fulminans neonatal, caracterizado por
trombose de microcirculacdo que se manifesta logo apds o nascimento (ZAGO et al.,

2005).

A Proteina C é um anticoagulante natural que inativa os fatores Va e Vllla
(GIRLING et al., 1998). A deficiencia desta proteina pode ser encontrada em
aproximadamente 1 em 500 individuos saudaveis (TAIT et al.,1995). E provavel que
a incidéncia da deficiéncia de Proteina S seja similar com relacdo a deficiéncia da

Proteina C (de STEFANO et al., 1996).

A proteina C € uma glicoproteina vitamina K dependente, tornando-se
ativada (APC) pela trombina na presenca da trombomodulina na superficie das
células endoteliais (PAIDAS et al., 2004). A proteina S € uma glicoproteina vitamina

K dependente que possui diversas funcdes anticoagulantes, incluindo a atividade
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como um cofator ndo enzimético, o cofator da proteina C ativada (APC)
(DAHLBACK, 1991). Na circulacdo, 60% da proteina S esta ligada a C4b proteina
reguladora da via do complemento, permanecendo 40% livre, ela livre age como
como fator da PCA clivando os fatores Va e Vllla. Concentracdes de proteina S
estdo reduzidas na gravidez e em mulheres fazendo uso de contraceptivos orais

(COMP et al., 1986 ; MALM, 1988).

Sanson et al., (1996) observou aumento em duas vezes mais nas perdas
fetais apos 8 semanas de gestacdo entre mulheres com trombofilia hereditaria
comparada com parentes naturais. O risco foi maior para deficiéncia de Proteina C e

Antitrombina Ill do que para deficiéncia de Proteina S.

A prevaléncia de heterozigose para deficiéncia de PC na populacéao geral
€ aproximadamente 0,3% (Tait et al., 1995) e deficiéncia de PC é relatada em torno
de 3% em pacientes nao selecionados com histéria de tromboembolismo venoso,
(Heijoer et al.,1990; Mateo et al., 1997; Koster et al.,1995) apontando para o0 risco

relativo de tromboembolismo venoso em mulheres ndo gravidas em torno de 10.

Algumas anormalidades hereditarias, especialmente do sistema de
coagulacédo, estdo intimamente associados com o aumento da predisposicdo a
trombofilia. Por exemplo, as deficiéncias genéticas dos inibidores da coagulacéo
antitrombina (AT), proteina C (PC) e proteina S (PS) sao raras, mas os fatores de
risco bem estabelecidos para trombofilia (SELIGSON, ZILVELIN, 1997). No ano de
1993, uma nova anormalidade envolvida na etiologia da trombofilia foi descoberta,

isto é, caracterizada pela resisténcia do fator V da coagulacdo, mediada pela
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neutralizacdo da PC (um fendtipo conhecido como resisténcia da proteina C

ativada, APCR) (DAHLBACK et al.,1993).

A resisténcia da Proteina C ativada e a mutacao do Fator V Leiden, estao
associados com a perda fetal tardia (Roque et al., 2001; Younis et al., 2000), relatam
que a resisténcia da Proteina C ativada e a mutacao do Fator V Leiden podem estar
associado ao primeiro e segundo trimestre de perda fetal recorrente. Estudos
realizados encontraram que mulheres com aborto primario, tém maior frequéncia,
para mutacdo do Fator V Leiden, em torno de 28%, comparadas com 3% do grupo

controle (WRAMSBY et.al, 2000).

A mutacdo do fator V Leiden (FVL) resulta de uma substituicdo da
adenina por guanina na posicdo 1691 do gene do fator V exon 10, causando
substituicdo do aminoacido glutamina pela arginina na posi¢cdo 506 no polipeptideo

do fator V (FVQ506), tornando-o resistente a clivagem pela APC (DAHLBACK,1994).

A frequiéncia da mutacao do fator V Leiden varia entre diferentes grupos
étnicos. A mutacdo esta presente em 5,2% dos caucasianos, 1,2% dos africanos
americanos (Ridker et al., 1997) e 5% - 9% dos europeus, enquanto € raro na Asia
e populacdo africana (LOCKWOOD, 2001; RIDKER et al., 1997). Ja a mutacao do
FVL é hereditaria com caracteristica autossémica dominante (BERTINA et al.,1994;

VOORBERG et al., 1994).

A resisténcia da Proteina C ativada, na auséncia da mutacdo do Fator V
Leiden, tem sido recentemente associada com a perda fetal (TAL et al.,1999;
BRENNER et al., 1997). Estudos prospectivos relatam que a Proteina C ativada foi

o defeito trombofilico mais comum, encontrado em 39% das mulheres com perdas
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fetais, comparadas com apenas 3% das mulheres do grupo controle (SARIG et al.,

2002).

Em 1996, Poort et al., relata que a mutacdo no gene da protrombina
G20210A, esta associada com aumento de risco significante para trombose, e
mais tarde nas complicacdes obstétricas (PAIDAS et al., 2004). A presenca de
heterozigose na mutacdo do gene da protrombina esta presente em 2% a 3% dos
europeus, aumentando os niveis de protrombina na circulagdo em torno de 150 a
200% (LOCKWOOD et al., 2001). Entretanto, Gerhardt et al., 2000, relata um estudo

caso controle 17% de tromboembolismo em gravidas.

O mais recente defeito hereditario trombofilico descrito é a transicédo de
uma guanina para uma adenina na posi¢cao 20210 da regido 3' ndo traduzida do
gene que codifica a protrombina. Este polimorfismo esta associado com aumento da
concentracdo plasmatica de protrombina, e um risco aumentado ao

tromboembolismo venoso (POOR et al., 1996).

A mutacéo para o gene da protrombina (G20210A), presente em 2 a 3%
da populacéo geral estad associado com risco de trombose aumentado em trés vezes

(POORT et al.,1996; MARGAGLIONE et al., 1998).

Kupferminc et al., (1999) em estudo com mulheres com complicacbes
severas na gravidez identificou em 10% delas a mutacdo do fator 1l G20210A,

comparadas com 3% do controle.

A ma nutricdo e a ma absorcéo do folato e vitamina B;, ou um defeito

enzimatico hereditario, tal como, a deficiéncia da metilenotetrahidrofolato redutase
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(MTHFR), pode resultar em hiperhomocisteinemia. Portanto, hiperhomocisteinemia
associada a doenca vascular sdo provavelmente causadas pela interacdo entre

fatores nutricionais e genéticos (WOUTERS et al., 1993).

Quere et al., (1998) em um estudo retrospectivo com 100 mulheres
nuliparas com perdas fetais recorrentes de causas desconhecidas, encontrou uma
incidéncia de 12% de hiperhomocisteinemia. Vinte porcento (20%) tinha o genadtipo
para mutacdo MTHFR, e 15% apresentavam baixas concentracdes plasmaticas de

folato.

A homocisteina € um aminoacido que estd envolvido em diversos
processos metabdlicos, incluindo a via de metilacdo e sulfuracdo (HAGUE, 2003).
Varios fatores dietéticos, metabdlicos e ambientais tém sido identificado como
importante modificadores de concentracdes de homocisteina na circulagdo. Assim,
para a deficiéncia de varias vitaminas dentre elas a vitamina B12, o acido félico, e a
insuficiéncia renal, a deficiéncia tireoidiana em fumantes promove a

hiperhomocisteinemia (HAGUE, 2003).

A gravidez, por outro lado, estd associada com baixa concentracao
plasmatica de homocisteina (ANDERSON, 1992; HAGUE et al., 1997). Distarbios do
metabolismo materno fetal, tém sido associado com defeitos no tubo neural fetal,
com varias condicBes caracterizadas pela vasculopatia placentéaria, tal como pré-

eclampsia, placenta abrupta, e com perda fetal recorrente (HAGUE, 2003).

Por outro lado, a deficiéncia de CBS (cistationina B sintetase), tem sido
agora reconhecido como um polimorfismo genético de outras enzimas envolvidas no

metabolismo da homocisteina. Uma dessas, MTHFR (metilenotetrahidrofolato
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redutase), € a enzima utilizada para a sintese do 5-metilenotetrahidrofolato, que doa
um radical metil para a conversdo de homocisteina em metionina. Uma variante
termolabil C677T do gene para MTHFR tem sido associada com uma leve a
moderada tendéncia a hiperhocisteinemia, particularmente na presenca da

deficiéncia de &cido folico (van der PUT et al.,1997).

A hiperhomocisteinemia pode resultar de anormalidades de algumas das
enzimas na via da metionina, da cistationina 3, sintetase ou metilenotetraidrofolato

redutase (RAO et al.,1997; NAURATH et al.,1995).

Nelen et al., (1997), observou que mulheres que apresentaram
homozigose para variante da MTHFR tém maior risco de abortos consecutivos
antes da 172 semana gestacional, quando comparado ao grupo controle de

gravidas com éxito.

A sindrome antifosfolipide (SAF) é amplamente reconhecida como um
fator de risco para numerosas complicacdes obstétricas, incluindo abortos, restricdo

ao crescimento intrauterino, pré-eclampsia e morte fetal (CARP, 2004).

Os anticorpos antifosfolipides (aPL) representam uma grande familia de
imunoglobulinas com afinidades variaveis por fosfolipides, por complexos de
proteinas e fosfolipides, ou através de ambos (LEVINE et al., 2002). Eventos
trombaticos sdo descritos em aproximadamente 30% dos pacientes com anticorpos
antifosfolipides (Gastineau et al.,, 1985), com incidéncia de 2,5% paciente/ano
(FINAZZI et al., 1996). Existem dois tipos de anticorpos antifosfolipides: anticorpo

anticardiolipina (aCL) e anticoagulante lupico (LA) (GALLI et al., 1997).
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Historicamente, os anticorpos antifosfolipides (aPL) foram notados
primeiro em pacientes que apresentavam teste positivo para sifilis sem sinais de
infeccdo. Subsequentemente em 1952, Conley e Hartmann foram os primeiros a
descrever um anticoagulante circulante na doenca de Lupus Eritrematoso Sistémico
(LES). Bowie et al., (1963), chamou a atencdo para o0 envolvimento dos
anticoagulantes circulantes em pacientes com LES e eventos tromboembdlicos.
Feinstein e Rapaport (1972), sugeriram um nome para este anticoagulante
circulante, “anticoagulante I[Upico”. Nilsson et al., (1975), identificaram uma
associacdo do anticoagulante lapico (LA) com abortos espontaneos recorrentes.
Hughes (1985), descreveu a associacdo entre anticorpos antifosfolipides (aPL),
trombose venosa e arterial. Mais tarde, onde foi identificado como uma entidade
distinta, a sindrome do anticorpo anticardiolipina. Harrys et al., (1987), relatou como

sindrome antifosfolipide (SAF).

Os aPL parecem interferir tanto na via procoagulante como na via
anticoagulante. A superficie fosfolipidica utilizada na maioria dos testes de
coagulacéo in vitro favorece a inibicdo da via procoagulante, prolongando o tempo
de coagulacdo, enquanto o microambiente das membranas celulares in vivo podem
promover uma maior inibicdo da via anticoagulante, levando a trombose (ESMON et

al., 2000).

Os aPL, principalmente o LA, parecem preferencialmente dirigir-se a
fosfolipides plaguetarios no complexo protrombinase (Va, Xa, Ca™ , PL") (GALLI et

al., 1988) (Figura 1).
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Fonte: Chiuso, 2003

Figura 1 — Representacdo Esquemética do Local de A¢do dos aPL na Via Comum

da Cascata de Coagulagéo.

Os aPL parecem atuar em outras etapas da coagulacdo, como ha
proteina C ativada (APC) (OOSTING et al., 1993). Esse anticorpo inibe o processo
de inativacdo do fator V ativado (FVa) pela proteina C ativada (APC) na superficie
fosfolipidica (MALIA et al., 1990; SMIRNOV et al., 1995). A proteina C (PC) é uma
glicoproteina plasmética e sua ativacdo ocorre quando a trombina (lla) liga-se a
trombomodulina, uma proteina que constitui a superficie das células endoteliais

vasculares.
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A APC atua como um anticoagulante pela inativacdo proteolitica dos
fatores Va e Vllla, limitando assim, a geracéo de trombina. Para desempenhar essa
funcdo, a PCA necessita de um cofator, a proteina S (PS) e o fator V (ROUBEY,
1996) (figura 2). Havendo inibicdo pelos aPLs, ha impedimento da cascata de

coagulacéao, resultando em trombose (OOSTING et al., 1993).

Suparticie da
platusia

Trombiria

Trombomoduling iﬂ
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s e —
O Celufmdielial D>~ €3 T
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— e —

Fonte: Chiuso, 2003

Figura 2 — Esquema representativo da atividade da proteina C e local de acédo dos

aPLs

Uma nova hipétese sobre o mecanismo de acdo dos aPL demonstra que,
apesar do nome, estes anticorpos nao se ligam a fosfolipides, mas sao direcionados
a proteinas plasmaticas com afinidade por fosfolipides (GALLI & BARBUI, 1999).
Este conceito baseia-se nos estudos de McNeil et al., (1990), e Galli et al., (1990),

que demonstraram de forma independente e simultanea, a necessidade de um



Introdugdo 39

cofator sérico para a ligacao dos aCL aos fosfolipides anionicos. Este cofator é a (3,
glicoproteina I (B2GPI), uma glicoproteina plasmatica de 50Kd, que esta presente no
plasma na concentracdo de aproximadamente 200 microgramas/mL (ROUBEY,
1996). A B.GPlI é sintetizada por varias células como: hepatocitos, células
endoteliais e células da placenta, porém sua sintese maior ocorre no figado

(STEINKASSER et al., 1991).

Existem evidéncias de que sua acgao in vitro ocorra na participacdao do
sistema de coagulacéo, inibindo a atividade protrombinase (Galli et al., 1992), a
geracdo do fator Xa pelas plaguetas (Shi et al., 1993), a agregacao plaquetaria
induzida por adenosina difosfato (ADP) segundo Nimpf et al., (1987) € a fase de

contato da via intrinseca da coagulacdo (SCHOUSBOE, 1985).

A funcéo fisioldgica da B,GPlI n&o estd bem esclarecida. No entanto,
sabe-se que ela atua como um anticoagulante natural, inibindo a ativacéo do fator

XII na via intrinseca da cascata de coagulacdo (GOLDMISMITH et al., 1994).

Deste modo, podemos dizer que a [B,GPI ligada a superficies como, por
exemplo, os fosfolipides das membranas celulares, sofre uma modificacdo na sua
conformacéo e os aPL ligam-se aos novos epitopos expostos (GREAVES, 1999). Os
aPL parecem desregular os efeitos da [(,GPIl sobre a cascata de coagulacao,

resultando em trombose (GOLDMISMITH et al., 1994; BORCHMAN et al., 1995).

Outros alvos antigénicos dos aPL incluem: a protrombina (Bevers et al.,
1991), o cininogénio de alto e baixo peso molecular (Sugi & Mcintyre, 1995), a
anexina V (Matsuda et al., 1994) e a PS (OOSTING et al., 1993; PENGO et al.,

1996).



Introdugdo 40

Os anticorpos direcionados contra a protrombina e contra a  [B.GPI

parecem ser 0s mais especificamente envolvidos na SAF (ROUBEY, 2000).

Entretanto, os anticorpos direcionados contra a B,GPIl sdo detectados
pelo teste do dRVVT (Galli & Bevers, 1990; Galli et al., 1995; Galli et al., 1999), que
avalia a conversao de protrombina em trombina (GALLI & BARBUI, 1999) (Figura

3).
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Figura 3 — Local de acdo do anticorpo antiprotrombina e anticardiolipina na Cascata

de Coagulacéo (GALLI & BARBUI, 1999, modificado).
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O critério aceito para o diagndstico da sindrome antifosfolipide (SAF) é o
critério de “Sapporo” (WILSON et al., 1999). Este critério definiu a caracteristica
clinica da perda fetal, como também uma morte fetal inexplicada do feto
morfologicamente normal acima de 10 semanas de gestacdo, ou 3 ou mais abortos

consecutivos, inexplicados antes de 10 semanas de gestacao.

Rai et al., (1995), examinou a prevaléncia de SAF entre 500 mulheres
com abortos recorrentes consecutivos. Eles encontraram que 15% delas tinham
persistentemente testes positivos para anticorpos antifosfolipide (62% somente
anticoagulante lupico (AL), 15% anticorpo anticardiolipina isotipo IgG positivo
(aCLIgG), 9% anticorpo anticardiolipina isotipo IgM positivo (aCLIgM), 14% AL e

aCL).

Os anticorpos antifosfolipides sdo encontrados em 1% a 5% dos
individuos saudaveis, a incidéncia aumenta com a idade e com doenca cronica
coexistente. A sindrome ocorre mais comumente em jovens de meia idade e adultos;
porém, também podem ocorrer em criancas e nos idosos. Entre os pacientes com
LES, a prevaléncia de aPL é alta, intervalos entre 12% a 30% para aCL, e 15% a
34% para AL (GEZER et al., 2003). No geral, o aCL ocorre aproximadamente 5
vezes mais do que o AL nos pacientes com SAF (BICK, 1994; RAND, 2003). Esta
sindrome é a causa mais comum de trombofilia adquirida, associada com outras

tromboses arterial e venosas ou ambas (GEZER et al., 2003).

A frequiéncia de anticorpo antifosfolipide (aPL) na populacéo geral ndo &
bem documentada mas tem sido estimado ser entre 1% e 2% (ROSENDAAL,1999;

CREAGH et al., 1991).
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Na gravidez, os anticorpos antifosfolipides implicam em ser a causa da
perda fetal em todos os estagios da gravidez, disfuncdo placentaria no terceiro

trimestre, restricdo ao crescimento intra-uterino e pré-eclampsia (CARP,2004).

Assim, a investigacdo clinico—laboratorial de pacientes com abortos
recorrentes, revelara a presenca de fatores de risco adquiridos ou hereditarios para

essa patologia.
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2 OBJETIVO

Avaliar a incidéncia de alteracdes trombofilicas congénitas ou adquiridas
em mulheres com abortos recorrentes, comparando com mulheres voluntarias
normais sem doencas clinicamente detectaveis e que tiveram pelo menos uma

gestacao bem sucedida.
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3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Serdo estudados 2 grupos com 35 mulheres em cada um deles, sendo:

— Grupo de Estudo. Mulheres com perdas fetais, classificadas

segundo critérios estabelecidos.

Organizacdo Mundial de Saude definiu o aborto como sendo perda
fetal ou embribnica, pesando 500 gramas ou menos, 0 qual é similar para 20 —22

semanas de idade gestacional (KRABBENDAM et al., 2004).

- Grupo Controle. Mulheres normais com uma ou mais gestacao.
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4- MATERIAL E METODOS

-Kit para dosagem de Proteina C — método Substrato Cromogénico.

-Kit para dosagem de Antitrombina Ill — método Substrato Cromogénico.

-Kit para dosagem de Proteina S — método ELISA.

-Kit para deteccdo do anticorpo anticardiolipina IgG e IgM — método

ELISA.

-Deteccédo do anticoagulante lipico - método coagulométrico: tempo de
tromboplastina parcial ativado (TTPA) e o tempo de veneno de vibora de Russell

diluido (DRVVT).

-Deteccdo de homocisteina - método FPIA.

-Detecc¢do da mutacéo do Fator V de Leiden — método PCR-RFLP.”

-Deteccdo da mutacédo no gene da protrombina — método PCR-RFLP.

-Deteccdo da mutacéao do metilenotetraidrofolato redutase — PCR-RFLP.

“ Polymerase chain Reaction - Restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP)
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4.1 Métodos:

Avaliar pelo método ELISA a freqiéncia de deficiéncia de Proteina S e
anticorpo anticardiolipina IgG e IgM em 35 pacientes com perdas fetais, atendidas
pela Disciplina de Ginecologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp e 35
mulheres normais, atendidas pela Disciplina de Ginecologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu — Unesp pareadas por idade gestacional e que consentirem

colaborar com a pesquisa.

Avaliar pelo método coagulométrico a frequéncia do Anticoagulante
Lupico (LA) em 35 pacientes com perdas fetais, atendidas pela Disciplina de
Ginecologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp e 35 mulheres normais,
atendidas pela Disciplina de Ginecologia da Faculdade de Medicina de Botucatu —
Unesp, pareadas por idade gestacional e que consentirem colaborar com a

pesquisa.

Avaliar pelo método substrato cromogénico a frequéncia de deficiéncia de
Proteina C e Antitrombina Il em 35 pacientes com perdas fetais, atendidas pela
Disciplina de Ginecologia da Faculdade de Medicina de Botucatu— Unesp e 35
mulheres normais, atendidas pela Disciplina de Ginecologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu — Unesp, pareadas por idade gestacional e que consentirem

colaborar com a pesquisa.

Avaliar pelo método de Imunoensaio de Fluorescéncia Polarizada (FPIA),
a frequéncia da homocisteina em 35 pacientes com perdas fetais, atendidas pela
Disciplina de Ginecologia da Faculdade de Medicina de Botucatu— Unesp e 35

mulheres normais, atendidas pela Disciplina de Ginecologia da Faculdade de
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Medicina de Botucatu — Unesp, pareadas por idade gestacional e que consentirem

colaborar com a pesquisa.

Avaliar pelo método PCR-RLFP a freqiéncia das mutacdes Fator V
Leiden (G1691A), a mutacdo no gene da protrombina (G20210A) e a mutacao da
metilenotetraidrofolato redutase (C677T) em 35 pacientes com perdas fetais,
atendidas pela Disciplina de Ginecologia da Faculdade de Medicina de Botucatu —
Unesp e 35 mulheres normais, atendidas pela Disciplina de Ginecologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp, pareadas por idade gestacional e que

consentirem colaborar com a pesquisa.
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5 Pacientes e Métodos

5.1 Determinagdo do tamanho amostral

Para a determinacdo do tamanho amostral (ZAAR, 1999), utilizou-se

como referéncia:

80% do poder do teste estatistico.

95% de confianga para as estimativas.

Erro de preciséo de 10% para as comparagdes dos grupos.

5.2 Selec¢do de pacientes e critérios de incluséo

Foram incluidas no grupo de estudo 35 pacientes convidadas a fazer
parte desta pesquisa. Estas eram acompanhadas no ambulatério de Esterilidade do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, no periodo de 2003 a

2006, de acordo com os seguintes critérios:

Histéria de 3 ou mais abortamentos espontaneos consecutivos,

antecedidos ou ndo de parto;

Idade entre 18 e 41 anos e

Ciclos menstruais regulares.
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Para o grupo controle, foram selecionadas 35 mulheres voluntarias,
comprovadamente feérteis (historia de pelo menos 1 gestacdo normal e bem

sucedida, sem histéria de abortamento);

Idade entre 18 e 38 anos.

Os critérios de excluséo para o grupo de estudo compreendiam:

N&o estar gravida;

N&o estar fazendo uso de contraceptivo oral.

Para o grupo controle:

N&o estar gravida;

N&o estar fazendo uso de contraceptivo oral pelo menos ha 3 meses;

Nao ter historia de trombose familiar.

5.3 Estudo dos parametros trombofilicos

Para ambos os grupos foram realizados os seguintes testes;

Dosagem da Antitrombina Il (AT III), Proteina S (PS) e Proteina C (PC).

Pesquisa da Sindrome do anticorpo antifosfolipide (SAF) que
compreende a dosagem do anticorpo anticardiolipina (aCL) e do anticoagulante

lGpico (LA).
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Pesquisa dos niveis de homocisteina.

Investigacédo da frequéncia das mutacOes do fator V Leiden (FVL), gene
da protrombina (G20210A) e a mutacdo da metilenotetrahidrofolato redutase

(MTHFR C677T).

5.4 Métodos

Foram coletados 15 ml de sangue periférico, distribuidos em 5 tubos de
polipropileno, sendo que 2 deles eram com gel separador para a obtencéao de soro, 2
contendo citrato de sddio 3,2% na razdo de 9:1 para pesquisa dos anticoagulantes
naturais e anticoagulante lapico e 1 tubo com EDTA para a investigacdo das
mutacdes. Os tubos coletados para a investigacdo dos anticoagulantes naturais e
anticoagulante lupico foram centrifugados a 2.500 rpm (rotagdes por minuto) durante
15 minutos, para a obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PPP) e foram

aliquotados e congelados a -20°C até a realizacao dos testes.

5.5 Pesquisa da Antitrombina lll

Realizado pela técnica substrato cromogénico — Kit Helena Laboratories

(Chrom Z — AT).

Principio: O método baseia-se em 2 estagios:

1° estagio: a trombina é adicionada ao plasma diluido contendo AT Il na

presenca do excesso de heparina.
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2° estagio: apoés o periodo de incubacao inicial, a trombina residual é
determinada com o substrato cromogénico especifico da trombina. A atividade da

trombina residual € inversamente proporcional a concentracdo de AT IIl.

O procedimento foi realizado no aparelno PACKS®-4 Analyser,

75uL do plasma do paciente foi incubado por um periodo de trés minutos;

Em seguida adicionou-se 75uL de trombina , incuba-se por mais 1 minuto;

Entdo coloca-se 75uL do substrato e completa a reacao.

A leitura é determinada pela densidade oOtica da amostra contra a curva

de calibracéo ja existente.

Os resultados sao registrados em porcentagem (%), o valor de referéncia

compreende de 75% —125%.

5.6 Pesquisa da Proteina C

Realizado pela técnica substrato cromogénico — Kit Helena Laboratories

(Chrom Z - PC).

Principio:

A proteina C plasmatica é ativada por uma fracdo do veneno de serpente
Agkistrodon contortrix. A quantidade de Proteina C ativada (APC) é determinada e

monitorada pela taxa da hidrdlise do substrato cromogénico especifico para PC. A
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liberacdo da pNA é medida num comprimento de onda de 405 nm e é proporcional

ao nivel de PC.

O procedimento foi realizado no aparelno PACKS®-4 Analyser,

75 uL do plasma do paciente foi incubado por trés minutos;

Em seguida adicionou-se 75 pyL do ativador e incuba-se por mais

5 minutos;

Entdo coloca-se 75 L do substrato de PC e completa a reacéao.

A leitura é determinada pela densidade otica da amostra com a curva de

calibracdo ja existente.

Os resultados sao registrados em porcentagem (%), valor de referéncia

que compreende de 65% —145%.

5.7 Dosagem de Proteina S Livre

A pesquisa de Proteina S (PS) livre foi realizada pela técnica de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Aplicaram-se 0s imunoensaios anti-human
protein A antibody (HPR)®, conforme padronizacdo do fabricante (Helena

Laboratories, Beaumont, Texas).

Principio:

O método imunoensaio ou de captura, com excesso de anticorpo

marcado, € o0 mais utilizado para antigenos polivalentes. A fase solida é
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sensibilizada com anticorpo especifico. A amostra em teste, onde se vai pesquisar o
antigeno, € incubado com a fase sélida e a seguir, incuba-se com excesso de
anticorpo especifico marcado com a enzima. A reacdo € revelada pela adicdo do

substrato. A taxa de degradacéo é proporcional a concentracéo do antigeno.

Em um tubo estéril, diluiu-se a amostra em diluente proprio.
Posteriormente, as amostras e 0s controles positivo e negativo para PS, pré-diluidos
e fornecido pelo fabricante, foram adicionados na microplaca. Esta é, previamente
revestida com antigeno de PS purificado, preservado em seu estado nativo.
Incubaram-se as amostras na placa por 40 minutos a temperatura ambiente, para
permitir que qualquer anticorpo antiproteina S presente se ligasse ao antigeno
imobilizado. Posteriormente, a placa foi introduzida em uma lavadora de microplaca
de ELISA, modelo Spectra (SLT®, Austria), que realizou automética e
sequencialmente trés lavagens dos pocos, utilizando uma solucdo de PBS

concentrado.

Adicionou-se, entdo, o conjugado enzimatico de PS a cada poco, e uma
segunda incubacdo de dez minutos permitiu que a enzima marcada com PS anti-
humana se ligasse a qualquer anticorpo da amostra. Em seguida, uma nova
lavagem da placa e um substrato de peroxidase, seguida de uma terceira incubacéao,
que sofreu uma mudanca de cor na presenca da enzima conjugada, foi adicionado a
cada poco. Finalmente, introduziu-se a placa em uma leitora de microplaca de
ELISA, modelo Spectra (SLT®, Austria), e a presenca ou a auséncia da PS livre
foram determinadas pela comparacdo da densidade ética da amostra com uma

curva de calibracéo de seis pontos.
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Os resultados semi-quantitativos em unidades padrao de PS livre séo
dados em porcentagem (%). O intervalo normal de referéncia para de PS livre para

esta analise é de 50% —150%.

5.8 Pesquisa dos anticorpos anticardiolipina IgG e IGM

A pesquisa dos anticorpos anticardiolipina (aCL) foi realizada pela técnica
de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Aplicaram-se 0s imunoensaios,
QUANTA Life™ ACA IgG (HRP)® e QUANTA Life™ ACA IgM (HRP)®, conforme

padronizacao do fabricante (INOVA diagnostics Inc, CA, USA).

Em tubo estéril, diluiu-se o soro do paciente em diluente proprio para este
fim. Posteriormente, as amostras de cada paciente e 0os controles positivo e negativo
para IgG ou IgM, pré-diluidos e fornecidos pelo fabricante, foram adicionados na
microplaca. Esta € previamente revestida com antigeno de cardiolipina purificado,
preservado em seu estado nativo. Incubaram-se as amostras na placa por 30
minutos a temperatura ambiente, para permitir que qualquer anticorpo

anticardiolipina presente se ligasse ao antigeno imobilizado.

Posteriormente, a placa foi introduzida em uma lavadora de microplaca de
ELISA, modelo Spectra (SLT®, Austria), que realizou automatica e seqiiencialmente
trés lavagens dos pocos, utilizando uma solucdo de PBS concentrado. Adicionou-
se,entdo, o conjugado enzimatico IgG ou IgM a cada poco, e uma segunda
incubacdo permitiu que a enzima marcada com IgG ou IgM anti-humano se ligasse a
qualquer anticorpo da paciente. Em seguida, foi realizada nova lavagem da placa e
um substrato de peroxidase, que sofre uma mudanca de cor na presenca da enzima

conjugada, foi adicionado a cada poco. Finalmente, introduziu-se a placa em uma
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leitora de microplaca de ELISA, modelo Spectra (SLT®, Austria), e a presenca ou a
auséncia dos aCLs foram determinadas pela comparacdo da densidade otica da

amostra com uma curva de calibracéo de cinco pontos.

Os resultados sdo semi-quantitativos em unidade de GPL ou MPL
correspondente a atividade de ligacdo de um mg/mL do anticorpo IgG ou IgM,

respectivamente. A interpretacdo dos valores esta representada na tabela 1.

Tabela 1- Interpretacdo dos valores dos anticorpos anticardiolipina IgG (aCL IgG) e
anticardiolipina IgM (aCL IgM), segundo padronizacdo do fabricante (INOVA

diagnostics Inc., CA. USA)

Anticorpos Indeterminado  Negativo Positivo Positivo
anticardiolipina alto
ACL IgG (GPL) <15 16 a 20 21a80 >80
ACL IgM (MPL) <125 13a20 21a80 >80

5.9 Pesquisa do anticorpo anticoagulante lupico

A pesquisa do AL foi realizada através dos seguintes testes de

coagulacédo sanguinea:

Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA);
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Tempo de protrombina (TP) e o

Tempo de veneno da Vibora de Russel diluido (dRVVT).

O AL, anticorpo de natureza auto-imune, é diluido contra fosfolipides, o
que faz com que ele interfira in vitro, com o agente utilizado nos testes de
coagulacdo, como a cefalina e a tromboplastina. O que observa-se & um
prolongamento nos tempos de coagulacdo, embora ndo haja inibicdo da coagulacéo

in vivo.

A deteccdo destes inibidores obedece ao principio geral de que em sua
presenca o prolongamento do tempo de coagulacédo existente ndo é corrigido pela
adicdo de um plasma normal. Isso possibilita diferenciar em prolongamento do
tempo de coagulacdo causada pela deficiéncia de um determinado fator, pois neste

caso, o tempo seria plenamente corrigido pela adicdo do plasma normal.

5.9.1 Estudo da Coagulacéo

A coleta de sangue com tubos contendo citrato de sddio a 3,2% foram
centrifugados a 2500 rpm durante 15 minutos. Em seguida, fez-se a separacao do
extrato plasmatico e uma nova centrifugacao foi realizada para obtencdo do plasma

pobre em plaquetas (PPP).

O pool de plasmas normais (PN) utilizado nos testes foi constituido do
plasma de dez individuos doadores de sangue, aparentemente saudaveis, que
apresentavam resultados negativos para o AL quando testados com TTPA, 0 TP e o

dRVVT.
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Todas as provas de coagulacdo sanguinea foram realizadas
automaticamente em um coaguldometro modelo Trombolyze Compact (Behnk

Eletronik®, Germany)

5.9.2 Tempo de tromboplastina parcial ativado

O TTPA foi realizado através da incubacgéo, a 37°C, de 0,1mL do PPP
com 0,1 MI, do reagente comercial Platelin® LS (bioMériux, France), durante cinco
minutos. ApOs a ativacdo, foi adicionado 0,1 mL de CaCl, 0,025M e registrou o

tempo de coagulacéo.

5.9.3 Tempo de protrombina

O TP foi realizado atravées da incubacéo, a 37°C, de 0,1 mL do PPP com
0,1 mL, do reagente comercial Simplastim® Excel S (bioMériuex, France), durante

cinco minutos. Em seguida,. o tempo de formacéao do coagulo foi observado.

Os resultados do TP ou TTPA foram considerados anormais quando
relacédo plasma do paciente (PP)/ PN foi maior do que 1,25. Nestes casos, fez-se
uma mistura em partes iguais do plasma do paciente com o plasma normal (PP +
PN), e repetiram-se os testes imediatamente e, apds a incubacédo dessa mistura por
2 horas a 37°C. Se o TP ou TTPA da mistura foram corrigidos, caindo para um valor
inferior a 1,25, considerou-se deficiéncia de fator, caso contrario, considerou-se a

presenca de um inibidor.
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5.9.4 Tempo de Veneno da Vibora de Russel Diluido (dRVVT)

O dRVVT foi avaliado por meio de reagentes comerciais Viperquik® LA —
Test e Viperquik® LA — Chek (bioMérieux, France). Inicialmente, 0,2 mL de plasma
citratado foram incubados por um minuto a 37°C. Apds este periodo, foram
adicionados 0,2 mL do reagente Viperquik® LA — Test e registrou-se o tempo de
coagulacdo. Quando a razdo PP/PN foi maior do que 1,20 realizou-se o teste
Viperquik® LA — Chek. Considerou-se o resultado anormal quando a razdo LA —
Test / LA — Chek foi maior que 1,3. Em seguida, os dois testes, (LA — Test e LA —
Chek), foram repetidos com a mistura do plasma da paciente com o plasma normal —

PP+PN e o resultado foi analisado de acordo com a tabela 2.

Tabela 2 — Combinacdo do Viperquik® LA — Test e do Viperquik® LA — Chek da

paciente e da mistura (PP+PN)

Viperquik® LA — Test Viperquik® LA — Chek
Paciente Mistura Paciente Mistura Diagnostico
(PP+PN) (PP+PN)

Normal Normal Normal Normal AL Ausente

Anormal Anormal Normal Normal AL presente

Anormal Normal Anormal Normal Deficiéncia de
fator

Anormal Anormal Anormal Normal AL e
deficiéncia de
fator

Anormal Anormal Anormal Anormal Outro Inibidor
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5.10 Dosagem de Homocisteina

Realizado pela técnica de Imunoensaio da Fluorescéncia Polarizada

(FPIA).

Kit Abbot Laboratorios do Brasil LTDA. Divisao Diagnosticos.

Principio:

O ensaio foi realizado no aparelho AxXSYM® Homocisteina, baseia-se na

tecnologia do Imunoensaio de Fluorescéncia Polarizada (FPIA).

A homocisteina (HCY) ligada (forma oxidada) € reduzida a forma livre da
homocisteina que é convertida enzimaticamente em S-adenosil- L-homocisteina
(SAH). A homocisteina, a mistura bissulfidrica e as formas ligadas as proteinas de
HCY na amostra sé@o reduzidas a forma livre de HCY através do uso de ditiotreitol

(DTT).

A HCY livre é convertida em SAH pela utilizacdo de SAH hidrolase e o
excesso de adenosina. O excesso de adenosina na solucdo de pré-tratamento

aciona a conversdo de HCY em SAH pela SAH hidrolase bovina.

A amostra, a solucdo de pré-tratamento, a solucéo de diluente e a SAH
hidrolase sé@o pipetadas para uma cavidade da célula de reacdo para fazer a

mistura de pré-diluicdo (conforme padronizagéo do fabricante).

Uma a aliquota da mistura de pré-diluicdo, anticorpos e solucao diluente

sao transferidos para a cuveta da célula de reacao.
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O marcador, a solucédo diluente e uma segunda aliquota da mistura de

pré-diluicdo sao transferidas para a cuveta.

A SAH e o marcador de fluoresceina competem pelos locais de ligacao na

molécula do anticorpo monoclonal.

A intensidade da luz fluorescente polarizada € medida pelo conjunto
optico FPIA. A unidade de apresentacao de resultados estabelecida como padrao
para o ensaio AXSYM Homocisteina é pmol/L, valor de referéncia que compreende

de 3,36umol/L — 20,44 pmol/L.

5.11 Pesquisa da Mutacao do Fator V Leiden

5.12 Pesquisa da Mutacédo do Gene da Protrombina G20210A

5.13 Pesquisa da Mutacao do Metilenotetrahidrofolato Redutase

MTHFR C677T

A investigacdo das mutacdes foi realizada pela técnica de PCR (Reacao
em Cadeia da Polimerase), seguida pela analise de fragmento da enzima de
restricdo (RFLP) conforme (BERTINA et al., 1994; POORT et al., 1996; ARRUDA et
al., 1997). As analises foram feitas em colaboracdo com o Laboratorio de Biologia

Molecular da Divisdo Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu.
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5.14 Anélise Estatistica

5.14.1 Metodologia Estatistica

O estudo da associacdo entre trombofilias e abortos recorrentes foi
realizado utilizando o teste de Goodman para contrastes entre e dentro de

populacdes multinomiais (GOODMAN,1964;1965).

Foram utilizadas letras mindsculas para indicar os resultados das
comparacdes entre grupos fixados a categoria de resposta e, letras maiusculas, nas
comparacdes das categorias de respostas dentro do grupo. Para a interpretacdo das

letras deve-se proceder da seguinte maneira:

i) as proporcdes seguidas de pelo menos uma letra mindscula néo

diferem quanto aos respectivos grupos na categoria de resposta em consideracao;

i) duas propor¢cOes seguidas de pelo menos uma letra maiuscula néo
diferem quantos as respectivas categorias de resposta, dentro do grupo em

consideracao

Todas as conclusbes, no presente trabalho, foram desenhadas no nivel

de 5% de significancia.
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5.15 Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

O projeto foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Botucatu — UNESP (Anexo 1)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram estudadas 70 mulheres, que foram convidadas a fazer parte desta
pesquisa. Estas, foram divididas em dois grupos, sendo 35 com abortamento de
repeticdo, onde a idade variou 18 a 41 anos com média 30,1 + 6,23 anos e 35
mulheres voluntéarias sadias que fizeram parte do grupo controle, com idade

compreendida de 18 a 38 anos, com média de 32,8 + 4,03 anos.

Tabela 3 - Distribuicdo das pacientes com abortamento habitual segundo o nimero

de abortamentos.

Numero de abortamentos n %

Trés 23 65,8
Quatro 8 22,8
Seis 1 2,8
Sete 2 5,8
Quatorze 1 2,8
Total 35 100

Em nossa casuistica, observamos maior nimero de mulheres com trés e

guatro abortos (88,6%).

A idade gestacional dos abortamentos variou de primeiro a segundo

trimestre de gestacao, ocorrendo maior perda no primeiro trimestre.
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Tabela 4- Comparacao da idade das pacientes do grupo de estudo com relacéo ao

trimestre de perda gestacional.

Medida Idade Frequéncia de Porcentagem de
Descritiva Abortos Aborto
1° 20 1° 20

trimestre  trimestre trimestre  trimestre

Valor 18 0 0 0,00 0,00
minimo
1° Quartil 25 0 75,00 25,00
Mediana 31 0 100,0 0,00
3° Quartil 36 1 100,0 0,00
Valor 41 13 6 100,0 100,0
maximo
Média 30,5 3,2 0,6 84,56 15,44
Desvio- 6,4 2,1 1,2 25,74 25,74
padréo

Resultado do
teste estatistico P<0,001 P<0,001

Em nossos resultados observamos que existe diferenca estatisticamente
significante de perda no primeiro trimestre quando comparada com perdas no

segundo trimestre
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Tabela 5 — Caracteristica das pacientes com presenca ou auséncia de trombofilia

(hereditaria ou adquirida) no grupo de estudo.

Trombofilia Sem trombofilia n
n° de pacientes 29 6 35
Média de idade 29,8 315
Intervalo de idade 18-38 25-41

Tabela 6 — Caracteristica das mulheres com presenca ou auséncia de trombofilia

(hereditaria ou adquirida) no grupo controle.

Trombofilia Sem trombofilia n
n° de mulheres 25 10 35
Média de idade 33,5 31,2
Intervalo de idade 28-38 24-37

Podemos observar que tanto no grupo de estudo quanto no grupo

controle encontramos resultados que sugerem a presenca de trombofilia.

6.1 Avaliacado Laboratorial

Quando avaliamos os anticorpos antifosfolipides, a presenca do

anticoagulante lapico (AL) foi detectada em apenas uma 1 (2,8%) paciente,

enquanto no grupo controle, ndo detectamos a presenca desse anticorpo. NOSSO

resultado esta de acordo com a literatura (MTIRAQOUI, 2004).
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Quando avaliamos o anticorpo anticardiolipina (aCL) nas pacientes, 21
(60,0%) foram positivas, sendo que 6 (17,1%) apresentaram aCL IgG e Ig M, 11

(31,4%) apresentaram somente IgG e 4 (11,4%) somente IgM.

No grupo controle observa a presenca do anticorpo anticardiolipina (aCL)
em 12 (34,3%) , sendo que 5 (14,3%) apresentaram IgG e IgM, 4 (11,4%) somente

IgG e 3 (8,6%) somente IgM .

Tabela 7 - Prevaléncia do Anticorpo anticardiolipina em mulheres dos grupos de

estudo e controle.

Grupo de Estudo Grupo Controle
(n=35) (n=35)
ACL IgG + IgM 06 (17,1%) 05 (14,3%)
aCL 1gG 11 (31,4%) 04 (11,4%)
aCL IgM 04 (11,4%) 03 (08,6%)
Total 21 (60,0%) 12 (34.3%)

Nossos resultados demonstraram que, o anticorpo anticardiolipina , foi
significativamente mais freqiente em mulheres com aborto de repeticdo (60,0%)
quando comparadas com mulheres do grupo controle (34,3%), que foram
semelhantes aos da literatura, onde relata frequéncia entre 3,5 e 50%, a depender
da populacéo estudada (RAI et al, 1995). Higashiro et al, (1998) relata uma diferenca
significante na prevaléncia de aCL entre casos e controles 17.4% versus 4.0%,
porém, aCL foi mais comum em mulheres com histéria de perdas no segundo e
terceiro trimestre. Branch et al., 1997; Maclean et al.,, 1994; Out et al., 1991;

Parazzini et al., 1991; Petri et al., 1987; Yetman, 1996; afrmam que
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aproximadamente 20% de mulheres com abortos recorrentes apresentam o teste
para aCL positivo ou ainda a presenca de AL. Brenner et al.,, (1997), também
reportam a prevaléncia de aCL e/ou AL, porém sem evidéncias de que estes
anticorpos acarretam abortos recorrentes. Esta grande variabilidade entre os
estudos existentes, deve-se a selecdo de pacientes com trés ou mais perdas
gestacionais consecutivas, a doencas associadas e ao uso de medicamentos que
possam interferir nos resultados, ou ainda a flutuacéo dos titulos de anticorpos e a
falta de padronizacdo nos testes laboratoriais empregados. (RAI et al., 1995;

VINATER et al., 2001; GEZER, 2003; PIERANGELI & HARRIS, 2005).

Tabela 8 — Medidas descritivas das variaveis segundo grupo de estudo e controle.

Medida Resultado do
Grupo
Teste
Variavel Descritiva Estudo Controle Estatistico
(P=Valor)
Valor minimo 6 7
1° Quatrtil 15 14
aCL IgG Mediana 20 17 P<0,005
3° Quatrtil 30 21
Valor maximo 48 28
Média 23,1 17,3
Desvio-padréo 10,3 51

Teste t de Student para amostras independentes , (ZAAR,1999).
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Em nossos resultados observamos que existe diferenca estatisticamente
significante na frequiéncia de aCL IgG no grupo de estudo quando comparamos com

a freqiiéncia de aCL IgG no grupo controle.

Tabela 9 — Medidas descritivas das variaveis segundo grupo de estudo e controle.

Variavel Medida Descritiva Grupo Resultado do Teste
Estatistico (P=Valor)

Estudo Controle
Valor Minimo 7 7
1° Quatrtil 12 11
aCLIgM Mediana 17 14 P>0,05

3° Quartil 21 20
Valor maximo 52 57

Média 17,7 16,9

Desvio-padréo 8,9 10,6

Teste t de Student para as amostras independentes, (ZAAR, 1999).

N&o houve diferenca estatisticamente significante na freqiéncia do aCL
IgM no grupo de estudo quando comparamos com a frequéncia de aCL IgM no

grupo controle.

O percentual elevado de aCL IgM verificado pode ser decorrente dos
valores de referéncia preconizada, a serem baseados em populacdo nortes
americanos e nao existirem valores preconizados, tanto para as pacientes que

realizam exames em nosso laboratorio como na populacéo brasileira.

Dados, de Silver, et al, (1996) e Pierangeli, Harris (2005), demonstram
gue mulheres com presenca de anticorpos IgM ou ainda baixos titulos de anticorpos

IgG tém menor risco para desenvolver complicacdes clinicas e obstétricas
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relacionadas aos anticorpos antifosfolipides, em relacdo a mulheres com titulo de

aCL IgG médio ou alto.

A presenca de anticoagulante IUpico foi detectada em apenas um caso
(2,8%) no grupo de estudo, enquanto no grupo controle todos foram negativos. Na
literatura, (Mtiraoui et al., 2004), a frequéncia varia de 3% a 48% concordando com
nossos resultados. O autor afirma que esta diferenca relatada na frequéncia pode
ser devido ao critério de selecdo ndo uniforme, alguns estudos incluem somente
mulheres com 2 ou mais abortos somente no primeiro trimestre (MacLean, et al,
1994), ou em ambos primeiro e segundo trimestres, (Oshiro et al, 1996), outros
adotam acima de 3 abortos, (Parke et al., 1991), ou ainda morte utero fetal, (OUT et
al., 1991). Por outro lado, outro fator que pode ter influéncia, sédo diferencas técnicas
como 0s ensaios utilizados na investigagdo do AL que podem diferir em
sensibilidade e especificidade, (LAWRIE et al.,, 1999). Haywood & Brown (1991),
descrevem que o anticorpo antifosfolipides tem sido encontrado em 10 a 20% de
mulheres com abortos recorrentes, comparadas com 2 a 5 % de mulheres sem
histéria prévia de abortos. Assim, 0 mecanismo exato que promove a perda fetal,
nao esta inteiramente esclarecido. Sabe-se, que os anticorpos antifosfolipides
podem causar insuficiéncia utero placentaria por interferir com o anexin V
trofoblastico, aumentando a invasao trofoblastica ou producéo hormonal. A anexin V
€ uma proteina ligada a fosfolipide com potente atividade anticoagulante que esta
marcadamente reduzida na vilosidade placentaria em mulheres gravidas com
sindrome antifosfolipide. No entanto, a reducdo do anexin V na sindrome
antifosfolipide é considerada um importante mecanismo no desenvolvimento de

trombose e perda fetal, (RAND et al., 1997; DONOHOE et al., 2000).
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Vinatier, et al.,, (2001), descreve a prevaléncia de anticorpo
antifosfolipides em abortos recorrentes. O anticorpo anticardiolipina variou de 4.6% e
50.7%, com uma incidéncia média de 15.5%. A prevaléncia de anticoagulante lupico

variou de 0 e 14% com uma incidéncia média de 8.3%

Rai et al., (1995), relatam a prevaléncia de anticorpos antifosfolipides
(aPL) entre 500 mulheres com abortos recorrentes consecutivos. Perceberam que
15% apresentavam persistentemente testes positivos para anticorpos
antifosfolipides (aPL), (62% somente anticoagulante lUpico,15% anticorpo
anticardiolipina 19gG, 9% anticorpo anticardiolipina IgM, 14% anticoagulante lupico e

anticorpo anticardiolipina).

Tabela 10 - Niveis de concentracdo dos anticoagulantes naturais em mulheres do

grupo de estudo e controle.

Grupo de Estudo Grupo Controle
N=35 N=35
Antitrombina Ill (%) 72,5-114,4 73 - 205
Proteina S (%) 80 - 250 70 — 250
Proteina C (%) 85 - 152 80 - 150

Em nosso estudo ndo encontramos deficiéncia das proteinas
anticoagulantes endégenas, Proteina C, S e a Antitrombina Ill, tanto no grupo de
estudo como no grupo controle, apenas duas mulheres do grupo de estudo e uma
mulher do grupo controle apresentaram a dosagem de antitrombina Il proximo ao
limite inferior. Mulheres em idade reprodutiva com deficiéncia de uma das proteinas

anticoagulante enddgenas, apresentam risco relativo trés vezes maior de ter um
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episodio tromboembdlico do que homens na mesma faixa etaria, (BUCCIARELLI et
al., 1999). Existem varios estudos envolvendo deficiéncia de Proteina S, mas a
maioria consiste em descricbes de casos isolados de mulheres com abortos
recorrentes e presenca de outros fatores de trombofilia, (ESPANA et al., 1999).
Kupferminc, (1999), relata em seu estudo a incidéncia de mulheres com trombofilia e
complicacfes obstétricas sendo que, 8% apresentavam deficiéncia de algum inibidor
natural, ou seja, Proteina S, Proteina C ou Antitrombina Ill. Ja para o grupo

controle, as mulheres com trombofilia e sem complicacdes obstétricas foi de 1%.

Quando estudamos complicacbes associadas a gravidez, dados de
estudo do European Prospective Cohort on Thrombophilia (EPCOT) mostram um
aumento no risco de natimorto entre mulheres com deficiéncia de Proteina C (1.2%
vs 0,6 odds ratio 2,3, 95% CI 0,6 a 8.3) e proteina S (1,9% vs 0,6%, odds ratio 3,3,
95% CI 1,0 a 11,3) , porém nenhuma diferenca significante no risco de aborto
comparado com os controles (15,8% vs 11,6% e 14,6% vs 11,6% respectivamente)
(PRESTON et al., 1996). Brenner et al., (1997), em estudo com 39 mulheres com
aborto recorrente, assim como nosso estudo, o autor ndo encontrou nenhum caso
de deficiéncia dessas proteinas, enquanto Dilley et al., (2002), encontrou uma
diminuicdo dos niveis de proteina S, C e antitrombina, porém, ndo foi descrito como
deficiéncia pois 0s niveis estavam proximos ao limite inferior, assim como em nosso

caso a respeito da antitrombina .
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Tabela 11 - Niveis de concentracdo da Homocisteina em mulheres dos grupos de

estudo e controle.

Grupo de Estudo Grupo Controle
(n=33) (n=34)
Niveis (umol/L) 3,65-21,99 4,51 -9,7

Apenas um caso de hiperhomocisteinemia foi encontrado em nosso
grupo de estudo. Essa paciente apresentou uma complicacdo levando a um quadro
de acidente vascular cerebral (AVC). No grupo controle todas mulheres estavam
com niveis dentro da normalidade. Dois estudos tém demonstrado o risco de
tromboembolismo venoso associado com concentragdes levemente alteradas, (DEN

HEIJER et al., 1996; SIMIONI et al., 1996).

Hiperhomocisteinemia pode ser o resultado de condi¢cdes genéticas e
adquiridas (D'Angelo et al., 1997), incluindo a reducdo de vitamina B6, B12 ou
concentracdo de Folato (UBBINK et al., 1993). A hiperhomocisteinemia classica é
incomum, mas a variante 677 C—T no gene que codifica 0 metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) o qual conduz para a producdo de uma variante termo labil da
enzima MTHFR em concentracfes levemente alteradas é comum.(FROSST et al.,
1995; KANG et al.,, 1988). Estudos relatam dados que suportam a nocao de
hiperhomocisteinemia com ou sem uma contribuicdo genética para o MTHFR
C677T como um fator de risco significante de aborto recorrente . Isto tem sido
reconhecido, porém, que ambos hiperhomocisteinemia e o polimorfismo MTHFR

C677T ndo sdo necessarios nem suficiente para o desenvolvimento do aborto
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recorrente idiopatico. Supfe-se que distarbios no metabolismo do folato, agem

como cofatores no processo de doenca multifatorial, (UNFRIED et al., 2002).

6.2 Mutacéo do metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR) C677T

A mutacdo do MTHRF foi realizada nos pacientes do grupo de estudo,
onde 19 (54,3%) apresentaram genotipos normais, 14 (40%) apresentaram

heterozigose e apenas 2 (5,7%) apresentaram homozigose.

Para o grupo controle a mutacdo do MTHRF foi realizada em mulheres
normais, onde 15 (45,4%) apresentaram genotipos normais, e 13 (39,3%)

apresentaram heterozigose e 5 (15,1%) apresentaram homozigose.

Em nossos estudos obtivemos resultado surpreendente, pois o grupo de
estudo apresentou menor numero de pacientes com a mutacdo do gene C677T para
o MTHFR homozigoto (5.7%), e o grupo controle apresentou (15,1%). Mulheres que
fizeram parte do grupo controle tinham pelo menos uma gestacdo normal, o que
podemos sugerir que a mutacéo para o gene C677T do MTHFR sozinha, ndo esta
associada com abortos recorrentes em nosso estudo. Nossos dados estdo de
acordo com a literatura Pihusch et al., (2001), que relata no grupo de estudo 39,6%
de heterozigose versus, 14,9% de homozigose e para o grupo controle, 41,8% para
heterozigose versus, 12,3% para homozigose. Para Coulam et al., (2006) mulheres
com histéria de abortos recorrentes tém mutacdo homozigose para o gene C677T do
MTHFR mais freqiente que do que os controles. Novamente, destacamos que
nossa populacdo estudada apresenta algumas caracteristicas que as tornam

diferentes da populacdo analisada por outros autores.
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Tabela 12 - Distribuicdo do MTHFR C677T nos grupos de estudo e controle.

MTHFR

Grupo Normal Heterozigoto Homozigoto Total

Controle  15(0,469) aB  12(0,375) a B 5(0,156)aB 32

Estudo  19(0,543)aB  14(0,400) a B 2(0,057)aB 35

Letras Minusculas (a), determinando associagao entre 0s grupos.

Letras Maiusculas (B), determinando associa¢éo dentre 0s grupos.

6.3 Mutacdo do Fator V Leiden

A mutacdo do Fator V Leiden para heterozigose foi observada em 3
(8,8%) no grupo de estudo, e nas mulheres do grupo controle observou-se que 7
(20%) apresentaram heterozigose para o Fator V Leiden. Nossos dados diferem da
literatura e foram intrigantes, pois o grupo de estudo apresentou menor frequéncia
de mutagcOes. Para homozigose a mutagcdo do Fator V Leiden ndo foi observada,

tanto no grupo de estudo como no grupo controle.

Tabela 13 — Distribuicdo da Mutacéo do Fator V Leiden nos grupos de estudo e

controle.

Fator V leiden
Grupo Normal Heterozigoto Homozigoto Total
Controle 28(0,800) a B 7 (0,200) aB -- 35
Estudo 31(0,912) aB 3(0,088) aB -- 34

Letras Minusculas (a), determinando associa¢ao entre 0S grupos.

Letras Maiulsculas (B), determinando associacdo dentre 0os grupos.
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A mutacdo do Fator V Leiden € a mais prevalente trombofilia hereditaria
em caucasianos, onde a incidéncia varia de 1 a 10% (REES et al., 1995). Dizon-
Townsoon et al., (1997), relata em seu estudo com 40 casos selecionados de
abortos recorrentes, (22 no primeiro trimestre e 18 no segundo trimestre), o autor

nao encontrou nenhuma portadora da mutacéo do Fator V Leiden.

Mousa et al., 2001, relatam a prevaléncia da mutacdo genética para Fator
V Leiden, Fator Il G20210A, C677T da metilenotetraidrofolato redutase em 102
mulheres com graves complicacdes na gravidez e 44 controles saudaveis. Nesse
total, as diferencas ndo foram significantes na prevaléncia das trés mutacoes
genéticas entre os dois grupos. Mutacdes genéticas para Fator V Leiden, Fator I
G20210A, C677T de metilenotetraidrofolato redutase foram identificadas em 2%,
11% e 5% das mulheres com complicacdes graves na gravidez comparadas com

3%, 2%, e 2% dos controles respectivamente.

6.4 Mutacdo do gene da protrombina

A mutacdo do gene da Protrombina (G20210A) para heterozigose, foi
encontrada em 2 (5,8%) das pacientes do grupo de estudo. No grupo controle
apenas 1 (3,03%) apresentou heterozigose para mutacdo do gene da Protrombina

(G20210A).

A mutacdo do gene da protrombina (G20210A) é uma trombofilia

hereditaria dominante, a qual resulta em uma concentracdo aumentada de
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protrombina plasmatica e um aumento de 2.8 vezes do risco de trombose

(WALKER, 2005; HIGGINS, 2000).

Carp et al. 2002 relatam a prevaléncia genética para a mutacao do fator V
Leiden, fator 1l G20210A e metilenotetrahidrofolato redutase C677T em 108
mulheres com 3 ou mais perdas fetais exclusivamente no primeiro trimestre, ou
mistura primeiro e segundo trimestre de perda, com a prevaléncia encontrada em
82 mulheres férteis controle sem abortos. Nenhuma mulher tanto no grupo de estudo
quanto no grupo controle apresentou homozigose para as mutacdes do fator V
Leiden e fator Il G20210A , ndo havendo diferenca estatisticamente significativa
nas prevaléncias dessas mutacoes fator V Leiden e fator Il G20210A entre oS grupos
de estudo e controle, em nosso trabalho obtivemos o0 mesmo resultado quanto as
mutacfes do fator V Leiden e a mutacdo do gene da protrombina G20210A. A
prevaléncia de homozigose para a mutacdo do MTHFR C677T foi maior no grupo
de estudo , mas ndo houve diferenca estatisticamente significante, diferindo do
nosso trabalho pois a homozigose para a MTHFR C677T foi observada uma maior
prevaléncia no grupo controle quando comparadas ao grupo de estudo. Este
resultado foi intrigante pois, mulheres consideradas normais com pelo menos uma
gestacao normal apresentou resultado para a mutacdo do MTHFR, o que confirma a

hipotese que a mutacdo sozinha ndo causa o aborto.
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Tabela 14 - Distribuicdo do gene G20210A da Protrombina segundo grupo de

estudo e controle.

PROTROMBINA

Grupo Normal Heterozigoto Homozigoto Total
Controle 32(0,980)aB 1(0,030)aB - 33
Estudo 32(0,941)aB 2(0,058)aB -- 34

Letras Minusculas (a), determinando associa¢ao entre 0s grupos.

Letras Maiulsculas (B), determinando associacdo dentre 0os grupos.
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7 ASSOCIACAO DE FATORES TROMBOFILICOS HEREDITARIOS OU

ADQUIRIDOS

Em nossa pesquisa observamos algumas pacientes com associacdes de
fatores principalmente anticorpos anticardiolipina e o MTHFR, que condiz com a

literatura (COUTO et al., 2003).

A associacdo entre a mutacdo do MTHFR e o0 anticorpo anticardiolipina
(aCL), foram observadas em 9 (25,7%) pacientes do grupo de estudo, onde 6
(17,1%) apresentaram isotipos 1gG e IgM positivos e heterozigose para o MTHFR,
apenas 1 (2,8%) apresentou isotipo 1gG positivo e heterozigose para o0 MTHFR, 2
(5,7%) apresentou aCL isotipo IgM positivo sendo que uma apresentou heterozigose

e outra homozigose para o MTHFR.

Para o grupo controle esta associacao foi observada em 8 (22,8%) , onde
2 (5,7%) apresentaram tanto aCL IgG como a IgM, e heterozigose para o MTHFR,
3 (8,6%) apresentaram aCL IgG e homozigose para o MTHFR, e 2 (5,7%) foram
observados aCL IgM e heterozigose para o gene C667T da mutacdo MTHFR e (1)

uma homozigose para o MTHFR.
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Tabela 15 - Distribuicdo do gene da mutacdo do MTHFR e anticorpo anticardiolipina

segundo grupo de estudo e controle.

GENE DO MTHFR e ANTICORPO ANTICARDIOLIPINA

Grupo Heterozigose + Heterozigoto + Heterozigose + Homozigose + Homozigose +
aCL 1gG e IgM aCL IgG aCL IgM aCL lgG aCL IgM

Controle 2 (5,7%) -- 2(5,7%) 3 (8,6%) 1(2,8%)

Estudo 6 (17,1%) 1(2,8%) 1(2,8%) - 1 (2,8%)

Foram entdo, associados a mutacdo do Fator V Leiden e o anticorpo
anticardiolipina (aCL), onde 2 (5,7%) das pacientes do grupo de estudo
apresentaram 1 (2,8%) isotipo IgG positivo e 1 (2,8%) isotipo IgM positivo e ambas

heterozigose para a mutacao do Fator V Leiden.

No grupo controle apenas 1 (2,8%) apresentou isotipo IgG e IgM positivo

e heterozigose para a mutacdo do Fator V Leiden.

Tabela 16 - Distribuicdo do gene da mutacdo do Fator V Leiden e anticorpo

anticardiolipina segundo grupo de estudo e controle.

GENE DO FATOR V LEIDEN e ANTICORPO ANTICARDIOLIPINA

Grupo Heterozigose + Heterozigoto + Heterozigose + Homozigose + Homozigose +
aCL IgG e IgM aCL IgG aCL IgM aCL IgG aCL IgM

Controle 1(2,8%) - - - -

Estudo -- 1(2,8%) 1(2,8%) --
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A associacdo entre a mutacao do gene da Protrombina (G20210A) com o
anticorpo anticardiolipina (aCL), no grupo de estudo foi encontrada em 2 (5,7%),
onde 1 (2,8%) apresentou isotipo 1gG positivo e 1 (2,8%) apresentou isotipo IgM

positivo e ambos heterozigose para mutacéao.

No grupo controle, 1 (2,8%) das mulheres normais apresentou aCL isotipo

IgG positivo e heterozigose para mutacdo do gene da Protrombina (G20210A).

Tabela 17 - Distribuicio do gene da mutacdo da Protrombina e anticorpo

anticardiolipina segundo grupo de estudo e controle.

GENE DA PROTROMBINA e ANTICORPO ANTICARDIOLIPINA

Grupo Heterozigose +  Heterozigoto + Heterozigose + Homozigose + Homozigose +

aCL 1gG e IgM aCL IgG aCL IgM aCL lgG aCL IgM
Controle -- 1(2,8%) -- -- --
Estudo - 1(2,8%) 1(2,8%)

Dados na literatura confirmam que a trombofilia mais comum € a
adquirida, esta se manifesta pelo titulo elevado de anticorpo antifosfolipide

circulante (REGAN et al., 2002).

Em torno de 40% dos pacientes com tromboembolismo e
aproximadamente 30% das pacientes com complicacdes obstétricas, tém

associagdo com trombofilia hereditaria (DEKKER et al.,1995; HILLER et al., 1998).
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Alguns investigadores tém relatado que pacientes com anticorpos
antifosfolipides tém uma chance maior de ter trombofilia hereditaria concomitante

(OGUNYEMI et al., 2003; BROUWER et al., 2004).

Estudo do European Prospective Cohort on Thrombophilia (EPCOT), tem
relatado que o fator V Leiden combinado com outro defeito trombofilico tinha um

risco aumentado de perda fetal (PRESTON et al., 1996).

Em nosso estudo os resultados sugerem que as perdas fetais recorrentes

estdo associadas com a trombofilias adquiridas.

Dentre os fatores adquiridos estudados o aCL foi encontrado com maior
freqUéncia, tanto no grupo de estudo como no grupo controle, sendo que aCL IgG
apresentou uma diferenca estatisticamente significativa no grupo de estudo quando

comparada ao grupo controle.

Finalmente, teriamos que estar conscientizando as mulheres, quanto ao
uso ndo s6 de contraceptivos orais como também de certos medicamentos, pois
podem desenvolver anticorpos circulantes adquirindo a trombofilia, e a ainda,
necessidade de estar implantando testes laboratoriais como screening em mulheres
que apresenta tromboses ou perdas fetais recorrentes para melhor diagnosticar a

sindrome do anticorpo antifosfolipide (SAF).
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8 CONCLUSAO

- Existe uma associacao significante entre os valores elevados que aCL
IgG e IgM no grupo de estudo, o qual nos faz sugerir que a sindrome antifosfolipide

(trombofilia adquirida) esta intimamente relacionada com os abortos recorrentes.

- A predisposicdo genética para trombose ndo se pronunciou em Nnosso
trabalho, talvez devido a selecdo das pacientes tanto do grupo de estudo como do
controle, a etnia , problemas ambientais, ou até mesmo devido as perdas se deram

nos primeiros trimestres gestacionais.

- Nenhuma associacédo com os anticoagulantes naturais foi observada.

- Houve apenas um caso de associacdo de trés variaveis, na qual esta
paciente estava com AVC e seus resultados foram uma associacdo com tromboflia
hereditaria e adquirida, pois a mesma apresentava AL positivo , altos titulos do
anticorpo anticardiolipina 1gG e IgM, hiperhomocisteinemia e heterozigose para

MTHFR C677T.

- Novos estudos sdo necessarios para o entendimento de mecanismos e
descoberta de novos fatores, ou ainda para minimizar a causa, seja ela hereditaria
ou adquirida para que se possa desenvolver uma tromboprofilaxia, evitando assim

0s abortos recorrentes como também outras causas das trombofilias.
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ANEXO 2 -
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, fui

satisfatoriamente informada sobre o Projeto de Pesquisa: “Trombofilias e Abortos
Recorrentes”, desenvolvido na Divisdo Hemocentro nos Laboratorios de Hemostasia
e Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de Botucatu.

O trabalho tem como objetivo compreender melhor algumas alteragdes que
acontecem no sangue de mulheres que apresentaram abortos recorrentes. Estou
ciente que serdo coletados 15 ml de sangue uma vez e a coleta de sangue sera feita
com material estéril e descartavel, ndo oferecendo risco para minha saude. Em
qualguer momento poderei deixar de participar do projeto, sem prejuizo do
atendimento meédico. Estou ciente também que a divulgacdo dos resultados do

projeto ndo serei identificada.

Botucatu, de de 20 .

Lucilene Rossillho Mangerona Paciente

Pesquisadora responsavel

lucilenerm@flash.tv.br - Rua Paraiba, n°® 694 - Fone (14) 3433-3967 - Marilia-SP.
Profa.Dra.lzolete Ap. Thomazini Santos - Bidloga Responsavel pelo laboratério de
hemostasia do HC da FM de Botucatu, Fone: (14) 3811-6041 ramal 213 -

izolete@fmb.unesp.br
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ANEXO 3 -
CONSENTIMENTO ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM
PESQUISA APLICADA

satisfatériamente informada sobre o Projeto de Pesquisa: “Trombofilias e  Abortos
Recorrentes”, desenvolvido na Divisdo Hemocentro nos Laboratorios de
Hemostasia e Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de Botucatu, sobre a
necessidade de amostras de sangue para o0s controles de exames de
coagulagdo de mulheres normais. Estou ciente que serdo coletados 15 ml de
sangue de uma vez e a coleta de sangue sera feita com material estéril e
descartavel, nado oferecendo risco para minha saude. Estou também
ciente caso haja alguma alteracdo que serei notificado caso se identifique

alguma alteragéo.

Botucatu, de de 2006.

Lucilene Rossilho Mangerona Controle

lucilenerm@flash.tv.br — Rua Paraiba, n® 694 — Fone (014) 3433-3967- Marilia-SP.

ProféDra.lzolete Ap. Thomazini Santos — Bi6loga Responsavel pelo laboratério de
hemostasia do HC da FM de Botucatu, Fone (014) 3811-6041 ramal 213-

izolete@fmb.unesp.br
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PROTOCOLO PARA ENTREVISTA?)NAESXF?AA(EI_ENTES DOS GRUPOS DE ESTUDO
E CONTROLE

Nome: Data: / /

Idade :

Registro: Sexo: ( )Fem ( )Masc

Cidade: Telefone:

N° Gestacao: ()
N° Perda: ( )
N° Aborto: ()
1° Aborto:
2° Aborto:
3° Aborto:
4° Aborto:
5° Aborto:
6° Aborto:
7° Aborto:
8° Aborto:
9° Aborto:

Antecedentes Familiares:

Antecedentes Particulares:

Faz uso de Anticoncepcional (Pilula) : sim( ) ndo( )

Observacéo:
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ANEXO 5
Protocolo dos Resultados dos Testes Laboratoriais dos grupos estudo e
controle
AN [0] 1 T TP PTRRRTPPPPPPIN Registro:................
Método

ACL [ JaCL IgG (GPL) [ JaCL IgM ( MPL) Elisa
Classe do ACL [ 119G [ JigM
AL [ ]JPositivo [ ]Negativo Coagulométrico
Dosagem de Proteina C [ 10 1[ 1% Cromogénico
Dosagem de Proteina S [ 10 11 19 Elisa
Dosagem de Antitrombina Ill [ 11 11 1% Cromogénico
Dosagem de Homocisteina [ 1[ 1[ Jumol/L FPIA
Fator V de Leiden [ JNormal [ ] Hetero[ ]JHomo PCR-RFLP

Mutacdo G20210A no gene da protrombina

[ JNormal [ ]Hetero[ ]JHomo PCR-RFLP

Mutagéo C677 no gene da MTHFR [ ]Normal [ ]Hetero[ ]JHomo PCR-RFLP
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