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de aborto recorrente no primeiro trimestre da gestacéo. 101 f. il. Tese (Doutorado) —
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RESUMO

O abortamento é considerado um problema multifatorial, cujas principais causas
envolvidas na sua etiologia sdo os fatores ambientais (como exposicdo a
substancias téxicas), genéticos, anatbmicos, enddcrinos, imunoldgicos,
trombofilicos e doencas infecciosas (como toxoplasmose, rubéola). No entanto, os
fatores genéticos sao atribuidos principalmente aos abortamentos de primeiro
trimestre da gestacdo. As alteracbes cromossémicas, o polimorfismo C677T, no
gene da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR677C>T); o polimorfismo
G1691A, no gene do Fator V de Leiden (FVL1691G>A), e o polimorfismo G20210A,
no gene da protrombina (PRT20210G>A), tém sido associados a problemas
obstétricos, incluindo aborto recorrente. O objetivo deste trabalho foi investigar
associacdo entre as mutacoes relacionadas a trombofilia, presenca de alteracdes
cromossémicas e a ocorréncia de aborto espontaneo recorrente e avaliar possiveis
interacbes entre as referidas mutacbes e as alteragbes cromossdOmicas. A
casuistica foi composta por 151 mulheres com histéria de aborto recorrente, 94
parceiros e 100 controles (mulheres sem historico de aborto). A investigacdo das
mutagcbes foi realizada pela técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase-
Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restricdo. As alteragcbes
cromossOmicas foram investigadas pela cariotipagem com banda—G. A frequéncia
das alteracbes cromossbmicas foi de 7,3% nas mulheres com abortamento
recorrente e 1% nos controles (p=0,022), e de 2,1% nos parceiros. No entanto, a
frequéncia dos alelos MTHR677C>T (23% versus 22,5%), FVL1691G>A (1,5%
versus 1% ) e PRT20210G>A (1,45% versus 0%) foi similar entre casos e controles,
respectivamente. No grupo investigado, foi observada associacdo entre aborto
recorrente e alteracdes cromossomicas, mas néo foi encontrada associagdo com 0s
polimorfismos génicos investigados.

Palavras-chave . Abortos recorrentes, alteracbes cromossdmicas, polimorfismos

génicos, metilenotetrahidrofolato redutase, Fator V de Leiden e Protrombina.
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ABSTRACT

Abortion is considered a multifactorial problem, the most important causes involved
in its etiology are, environmental factors ( as exposure to toxic chemicals), genetic,
anatomic, endocrine, immunological, thrombophilic and infectious diseases (such as
toxoplasmosis, rubella). However, genetic factors are mainly attributed to abortions of
the first trimester of pregnancy. Chromosomal abnormalities, MTHFR 677C>T, factor
V Leiden 1691G>A and prothrombin 20210G>A mutations have been associated
with obstetric problems, including recurrent miscarriage. The objective of this
research was to investigate associations between mutations in three genes
commonly associated to thrombophilic events, chromosomal abnormalities and the
occurrence of recurrent miscarriage. As well evaluate possible interactions between
these mutations and chromosomal abnormalities. The sample was comprised of 151
women with history of recurrent miscarriages, 94 partners and 100 control (women
with no history of abortion). The investigation of the mutations was performed by
Polymerase Chain Reaction (PCR)/ Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP). Chromosomal aberrations were investigated by karyotyping with G-banda.
The frequency of chromosomal abnormalities was 7.3% in women with recurrent
miscarriage and 1% in controls (p = 0.022), and 2.1% in the partners. However, the
frequency of allele MTHR677C> T (23% versus 22.5%), FVL1691G> A (1.5% vs.
1%) and PRT20210G> A (1.45% vs. 0%) was similar for cases and controls,
respectively. In the investigated group was found association between recurrent
miscarriage and chromosomal abnormalities, but no association was found with the

genetic polymorphisms investigated.

Key words: recurrent miscarriages, chromosomal abnormalities, gene
polymorphisms, methylenetetrahydrofolate reductase, Factor V Leiden and
Prothrombin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aborto recorrente

O abortamento é definido como a interrupcdo da gestacdo até a 203-222
semana ou quando o concepto pesa até 500g (Royal College of Obstetricians and
Gynaecologists, 2003). E considerado precoce quando inferior ou igual a 12
semanas e tardio quando ocorre entre a 132 e a 222 semana de gestacdo (NEME et
al., 2005).

Os abortamentos podem ser classificados em espontaneos e provocados. Os
espontaneos sao aqueles que ocorrem de maneira natural, cuja etiologia: fatores
genéticos (alteracbes cromossOmicas, mutacdes génicas); doencas sistémicas
(diabetes, hipotireoidismo, deficiéncia de progesterona, hipertensdo), fatores
imunologicos (Sindrome do Anticorpo-antifosfolipide - SAAF); infeccbes congénitas
causadas por microrganismos (Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Rubella
virus, Citomegalovirus); defeitos uterinos adquiridos (miomas e sinequias) ou
congénitos (Gtero unicorno, bicorno, septado); uso abusivo de fumo e alcool e
intoxicacdo (chumbo, arsénio, benzeno). Os abortos espontaneos recorrentes ou de
repeticdo sdo aqueles em que ocorrem trés ou mais perdas gestacionais
consecutivas. Nos abortamentos provocados, a interrupcédo da gravidez € induzida
com agentes quimicos ou mecanicos como 0 uso de medicamentos abortivos e
intervencdes cirargicas (CAETANO et al., 2006; NEME et al., 2005).

O abortamento espontaneo € frequente, afetando cerca de 10 a 15% das
gestacdes diagnosticadas. Ja o abortamento habitual ou recorrente afeta cerca de
0,5 a 3% dos casais em idade reprodutiva. O percentual dos abortamentos

espontaneos pode ser ainda maior, uma vez que algumas mulheres podem né&o
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reconhecer que estao gravidas e confundir o abortamento com um atraso menstrual
(VAN et al., 2012).

A avaliacdo etioldgica dos casais com histéria de abortos recorrentes
geralmente € iniciada a partir de dois abortos. Geralmente séo investigadas causas
genéticas, anatbmicas, endocrinas, imunologicas, trombofilicas, ambientais
(exposicdo a substancias toxicas) e doencas infecciosas (toxoplasmose, sifilis)
(BERRY et al., 1995; SERRANO et al., 2011; HOGGE et al., 2003).

O abortamento é considerado um problema multifatorial, sendo que em torno
de 50% dos casos a etiologia ndo € identificada. No entanto, até 60% dos
abortamentos esporadicos e entre 29% e 50% dos abortamentos recorrentes podem
ser causados por alteracdes cromossomicas no concepto (HOGGE et al., 2003;
CARP et al., 2004; CELEP et al., 2005). E possivel que alteracbes cromossomicas
submicroscopicas, nao detectaveis por analises citogenéticas convencionais,
possam contribuir para uma parcela desses abortos (MEREL et al., 2012).

Entre as alteracbes cromossdmicas observadas nos produtos de
abortamentos, a maioria (95%) é causada por alteracdes numéricas: cerca de 60%
sao trissomias, principalmente dos cromossomos 16, 18 e 21; 20% sao
monossomias, mais frequente do X; e 15% tém euploidia, especialmente triploidia
(MISKOVIC et al., 2012).

As anormalidades cromossOmicas observadas nos fetos abortados
espontaneamente geralmente estdo associadas a ndo disjuncdo cromossdémica ou
mutacdes que ocorrem na fase de formacao dos gametas ou fertilizacdo e clivagem
dos 6vulos (KOCHHAR et al., 2012).

Aproximadamente 89% dos abortamentos recorrentes ocorrem no primeiro

trimestre, e mais de 50% deles apresentam alteracées cromossOmicas. Desta forma,
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€ comum a investigacdo da constituicio cromossdmica dos pais, 0s quais podem
apresentar alteracdes numéricas, como mosaicismo do cromosomo X, ou estrutural
equilibrada, como as translocacfes reciprocas ou robertsonianas, que podem ser
herdadas pelos descendentes de forma desequilibrada (CARP et al., 2004; KUO et
al., 2004).

Carp e cols. (2004) investigaram 916 casais com 3 a 16 abortos com menos
de 20 semanas de gestacdo e encontraram alteragbes cromossémicas em 99
individuos (10,8%). Foram observados nas méaes 31 casos de translocacbes
balanceadas, 18 casos de alteracdo numérica em mosaico e seis casos de inversao
cromossOmica; e nos pais, foram encontrados 21 casos de translocacdes
balanceadas, 3 casos de alteracdo numérica em mosaico e 19 casos de inversao
cromossOmica.

Os fatores genéticos sao considerados como as principais causas dos
abortamentos recorrentes de primeiro trimestre, em que se destacam as
translocagdes cromossdmicas balanceadas e as mutacgbes relacionadas com a
ocorréncia de trombofilias: a) 677C>T, no gene da metilenotetrahidrofolato redutase;
b) 1691G>A, no gene do Fator V de Leiden; c) 20210G>A, no gene da protrombina
(MISKOVIC et al., 2011; CASTRO et al., 2006; PARVEEN et al., 2012).

Estudos epidemiolégicos sugerem que as mutacdes génicas relacionadas
com as trombofilias sdo fatores de riscos importantes para as perdas reprodutivas.
Eles tém investigado a relagdo entre trombofilia e abortamento recorrente, sendo
observada associacdo com razdo de prevaléncia (RP) variando de 0,5 a 18 para
alteracdes no gene FVL e de 2,5 a 4,6 para mutacdo 20210G>A no gene da

protrombina (MTIRAOUI et al.,, 2006; SETTIN et al., 2011). Nos experimentos de
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Unfried e cols. (2002), individuos homozigotos para o polimorfismo MTHFR677C>T
apresentaram risco 3,7 vezes maior de abortamento recorrente.

Outras causas, como a idade materna avancada e habitos de vida, como uso
de cigarros e drogas, sdo também associadas a ocorréncia de abortos. A ingestéo
de doses elevadas de cafeina ou alcool podem constituir fator de risco adicional para

as perdas gestacionais (NEME et al., 2005; SIMPSON et al., 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

O Abortamento Recorrente (AR), definido como trés ou mais perdas
gestacionais consecutivas, ocorre entre 1 a 3% dos casais em idade reprodutiva.

A etiologia do AR é considerada multifatorial e controversa, uma vez que 50%
dos casos sdo atribuidos a alteragbes cromossdmicas, anomalias uterinas,
desordens endocrinas, fatores imunoldgicos, desordens da coagulacao, infecgdes,
doencas maternas cronicas e exposicao a substancias toxicas; e, nos outros 50%, a
etiologia ndo é identificada.

No Ambulatério de Aborto Habitual da Maternidade Climério de Oliveira
(UFBA), a expectativa dos casais pelo éxito gestacional é crescente. Fato que 0s
leva a uma busca constante de meios e tratamentos para elucidar o problema,
gerando desgaste psicolégico e emocional nas suas vidas. Como a etiologia do AR é
multifatorial, e os fatores genéticos sdo considerados a causa principal dos
abortamentos de primeiro trimestre, seria importante a realizagdo de um estudo na
Bahia que avaliasse conjuntamente a frequéncia das alteracées cromossomicas e
das mutagcbes MTHFR C677T, Fator V Leiden e protrombina G20210A nessa
populacao.

A identificacdo etioldégica de fatores genéticos € uma informagdo clinica
importante para o aconselhamento genético e orientacdo do casal quanto ao risco
para gestacfes futuras e diminui o numero de investigacbes para elucidar as

possiveis causas dos abortamentos.



15

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Alteragdes obstétricas

Diversos fatores etiol6gicos tém sido propostos para explicar as perdas fetais.
A ciéncia procura conhecer melhor sua etiologia, buscando alternativas terapéuticas
gue possam produzir melhores resultados gestacionais (CARDONA et al., 2008;
HORNE et al., 2005).

A progesterona é fundamental no desenvolvimento uterino, na implantacéo e
manutencdo da gravidez. Durante a fase progestinica, o corpo lateo, que é formado
a partir da ruptura do foliculo, é a principal fonte de progesterona até a décima
segunda semana ap0s a concepc¢ao; posterior a esta fase, a producéo principal
desse horménio provém da placenta. Portanto, a deficiéncia de progesterona,
decorrente de causas maternas ou ovulares, acarretara danos na implantacdo do
concepto (SIMPSON, 2007).

Alteracbes anatbmicas do utero podem predispor mulheres a dificuldades
reprodutivas e estdo presentes entre 9% a 16% dos casos. A depender da anomalia
uterina, o risco de perda pode ser maior no primeiro ou no segundo trimestre e no
parto prematuro (JAUNIAUX et al., 2006). As principais anomalias incluem
incompeténcia istmo-cervical, septos intrauterinos, miomas que fazem saliéncias
para a cavidade uterina e as sinequias uterinas (SIMPSON et al., 2007).

Causas hormonais potenciais para o abortamento espontaneo incluem a
diabetes mellitus e tireoideopatias. Entretanto, a sua contribuicho na perda
reprodutiva de repeticio ndo esta bem estabelecida (KAVALIER, 2008).

Hipotireoidismo ou diabetes mellitus n&o controlados aumentam o risco de perdas no
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primeiro trimestre da gestacdo, no entanto, quando o hipotireoidismo € tratado e o
nivel de glicose é controlado, ndo ha associacdo com aborto recorrente (SIMPSON,
2007).

Os fatores imunolégicos podem ser importantes na etiologia dos abortos. Os
autoanticorpos mais comuns em pacientes com aborto recorrente sdo antifosfolipide
(14%) e anticorpo antinuclear (7%). Na sindrome antifosfolipide, sdo detectados os
anticorpos anticardiolipina e anticoagulante lupico, cuja frequéncia encontrada na
populado em geral é de 2% (HORNE et al., 2005). Os anticorpos antitireoidianos
também podem estar elevados em mulheres com aborto recorrente (HORNE et al.,
2005).

E conhecido que infec¢bes severas sdo potenciais causas de abortamentos.
A presenca de infeccbes bacterianas, viroses e outros organismos, como
toxoplasma e listeria, podem interferir na gestacao; no entanto, a sua relevancia nos

casos de aborto recorrente ndo é bem definida (KAVALIER, 2008).

3.2 Mutag0bes genéticas

Mutacéo, que pode ser cromossOmica ou génica (SNUSTAD e SIMMONS,
2001), é definida como qualquer alteracdo permanente no material genético.

As muta¢des cromossdmicas podem ser classificadas em numéricas, quando
ocorre aumento ou diminuigdo no numero de cromossomos (aneuploidia e
euploidia), e estruturais, quando ocorrem mudancgas na estrutura dos cromossomaos,
como as delegbes, duplicagbes, translocacbes e inversdes de segmentos

cromossOomicos (SNUSTAD e SIMMONS, 2001).
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A aneuploidia € uma alteracdo cromossémica que descreve uma mudanca
numerica no genoma e que, em geral, envolve um ou alguns cromossomos, como as
trissomias e monossomias. Ja as euploidias sdo caracterizadas pela presenca de
todo um conjunto haploide adicional (GRIFFITHS et al., 2004).

As translocacfes cromossOmicas balanceadas ocorrem quando um segmento
de um cromossomo é transferido para outro ndo homologo, sem perda nem ganho
importante de material genético (GRIFFITHS et al., 2004; SNUSTAD e SIMMONS,
2001).

A translocacéo robertsoniana (rob) envolve 0s cromossomos acrocéntricos
(13, 14, 15, 21 e 22) e ocorre a partir da delecéo dos bracos curtos de dois desses
cromossomos, seguida de fusdo dos centrébmeros, unindo os bracos longos dos
cromossomos envolvidos. Na meiose, 0 pareamento do cromossomo derivado da
translocacdo robertsoniana com seus homoélogos normais, assim como ha
translocacado reciproca, resulta na formacgéo de seis tipos possiveis de gametas. A
figura 1 mostra um individuo com uma translocacéo entre o cromossomo 14 e o021 e
0S seus possiveis gametas: dois normais: (1) apresenta um cromossomo 14 e um
21; (2) tem a mesma translocacdo balanceada do seu progenitor entre o
cromossomo 14 e o 21; quatro desbalanceados: (3) apresenta um cromossomo 21 e
a translocagao entre o cromossomo 14 e o 21; (4) apresenta um cromossomo 14 e
nenhum 21; (5) apresenta um cromossomo 14 e a translocagdo entre 0 cromossomo

14 e 0 21; (6) apresenta apenas o cromossomo 21 (MALUF, etal., 2012).
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1 2 3 = 4 5 6

Marmal Balanceado
Gametas ndo-balanceados

Figural. Possiveis gametas de um individuo com a translocacgéo robertsoniana
t(14,21), adaptada de Thompson e Thompson (1993).

As mutacdes génicas sdo alteracdes na estrutura do DNA e correspondem a
substituicdo, insercdo ou delecdo de um ou alguns nucleotideos (SNUSTAD e

SIMMONS, 2001).
3.2.1 Aborto recorrente e alteracbes cromossémicas nos pais

Nos dultimos anos, com o surgimento de novas técnicas de analise
citogenética, observou-se que as anomalias cromossdmicas estdo presentes em
50% dos abortos de primeiro trimestre, em 15% dos abortos de segundo trimestre e
em 5% nos de terceiro trimestre. As principais alteragbes cromossdmicas
encontradas sao trissomias, triploidias, tetraploidias, translocacfes e mosaicismo.
Os defeitos cromossémicos podem ser decorrentes de gametas geneticamente
anormais e de irregularidades na divisdo do embrido (REZENDE, 1995).

Estudos sugerem maior frequéncia de alteracGes relacionadas com o gameta
feminino, o que pode ser pelo fato de que os oOvulos tém a idade cronolégica da
mulher e 0os espermatozoides sao renovados a cada dois meses. Por outro lado, os

gametas masculinos devem ser considerados, uma vez que 2% dos
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espermatozoides sdo geneticamente anormais (REZENDE, 1995; MAKINO et al.,

1990).

3.2.1.2 Translocagdes cromossOmicas

As translocacbes cromossémicas sao a principal alteracdo encontrada nos
pais relacionadas com as perdas gestacionais de repeticdo e que estdo presentes
em aproximadamente 3 a 5% dos casais. Esta taxa € cerca de cinco vezes maior do
que aquela observada na populagédo em geral, que é de 0,2% (HORNE et al., 2005).

Os pais portadores de uma translocacdo balanceada sdo fenotipicamente
normais, mas podem apresentar fertilidade reduzida, aborto recorrente ou filhos com
fendtipo alterado, decorrente de erro na meiose. Segundo Ozawa e cols. (2008), o
risco reprodutivo para os portadores de translocacdes balanceadas depende do
tamanho delas, do local da quebra e do nimero de cromossomos envolvidos.

Outras alteracdes estruturais observadas em casais com aborto recorrente
sdo as translocacdes robertsonianas, as inversdes e as delegées cromossomicas
(HORNE et al., 2005; OZAWA et al., 2008).

Saxena e cols. (2012) analisaram o caridtipo de 2.000 casais na india com
aborto recorrente no primeiro trimestre e encontraram prevaléncia de 1,4% para as
translocacdes reciprocas; 0,4% para translocacdes robertsonianas e 0,2% para
inversdes. Ozawa e cols. (2008) investigaram 2.324 casais japoneses com duas ou
mais perdas reprodutivas recorrentes e encontraram as seguintes frequéncias:
3,18% para as translocagdes reciprocas, 0,99% para as translocagdes robertsoniana

e 0,43% para as inversoes.
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3.2.1.3 Rearranjo estrutural balanceado do cromossomo 9

As inversbes pericéntricas do cromossomo 9 [inv(9)] sdo o0s rearranjos
estruturais mais comuns no cariotipo humano e sdo consideradas variantes do
cariétipo normal. A regido invertida contém apenas heterocromatina centromérica e o
centrbmero, por isso raramente resulta em alteracbes cromossémicas apos o
crossing-over (DANA et al., 2012; MALUF et al., 2011), e sua incidéncia é de cerca
de 1% - 3% em diferentes populacdes e de 1,9% em africanos e americanos (DANA
et al., 2012; MOZDARANE et al., 2007).

Embora as inv(9) (p11g12) e (p11gl3) sejam consideradas variantes normais,
ha relatos sugerindo que podem estar associadas a infertilidade e abortos
recorrentes (CEYLAN et al., 2008).

Dana e cols. (2012) investigaram 900 casais inférteis na Roménia: destes,
3,7% apresentaram inversdo do cromossomo 9, e os controles, 2,2%. Nao foi
observada associacdo quando comparados os casos com 0s controles. No Japéo,
Ozawa et al. (2008) avaliaram 2.324 casais com perdas reprodutivas recorrentes e
encontraram uma frequéncia de 3,49% de inversao do cromossomo 9. E a raz&o de
prevaléncia ajustada para abortos subsequentes nos casais com inversdo do

cromossomo 9 foi estatisticamente significante (RP= 2.0; vp= 0,026).

3.2.1.4 Alteracbes nos cromossomos sexuais

As alteragbes dos cromossomos sexuais, do mesmo modo que ocorre nos

autossomos, podem ser numericas ou estruturais. Assim, essas alteragfes podem
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ser causadas tanto pela falta quanto pela presenca de copias extras dos
cromossomos (X e Y). Muito frequentemente, as alteracbes dos cromossomos
sexuais aparecem na forma de mosaico, juntamente com linhagens celulares
normais (MALUF et al., 2011).

As alteracdes dos cromossomos sexuais podem afetar a fertilidade, a
determinacdo sexual, aléem de outras caracteristicas fenotipicas. Com excecéo do
cromossomo Y, as aneuploidias dos cromossomos sexuais Sao viavéis e
compativeis com crescimento e desenvolvimento relativamente normais. As
monossomias completas dos cromossomos autossomos séo letais, jA a monossomia
do cromossomo X € viavel, apesar de resultar em taxa elevada de perdas fetais
(YOUNG et al., 2007).

As aneuploidias dos cromossomos sexuais sdo mais frequentes do que as
dos autossomos. Em recém-nascidos, observa-se a frequéncia de 0,2% e 0,1%
respectivamente. As mais observadas em criangas nativivas sao 47,XXY/ 47,XYY,
presente em meninos, e 45X e 47, XXX, presente em meninas (MALUF et al.,

2011).
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3.2.2 Aborto recorrente e alteracdes génicas nos pais

O desenvolvimento de um concepto € um processo multifatorial e envolve,
entre outros fatores, a formacdo de um suporte vascular adequado. O fluxo
sanguineo placentario ineficiente causado por eventos trombéticos ou insuficiéncia
vascular pode levar a efeitos deletérios no desenvolvimento da gravidez (TAL et al.,
1999). Alguns estudos sugerem associacdo entre as mutacdes génicas relacionadas
a trombofilia e aborto recorrente, sendo descrita a mutacdo 1691G>A no gene do
fator V Leiden, 20210G>A no gene da protrombina e 677C>T no gene da

metilenotetrahidrofolato redutase (JIVRAJ et al., 2006; HUSSEIN et al., 2010).

3.2.2.1 Polimorfismos nos genes da protrombina e Fator V Leiden

As duas causas mais comuns de trombofilia hereditaria sdo as mutacdes nos
genes da protrombina 20210G>A e Fator V Leiden (FVL) 1691G>A, que estéo
relacionadas a desordens na coagulacdo sanguinea, resultando em um estado de

hipercoagulabilidade, que repercute negativamente desde a implantagédo do embriao
até fases mais tardias da gestacao. No inicio da gestacao, elas podem se manifestar
como abortos espontaneos, enquanto na gravidez tardia as trombofilias podem estar

associadas a complicacbes como pré-eclampsia, restricdo do crescimento

intrauterino, deslocamento da placenta e natimortos (KOVALEVSKY et al., 2008).

O gene da protrombina esta localizado no cromossomo 11 na regidao (pll-

gl2). O polimorfismo 20210G<A corresponde a uma substituicdo do tipo transicéo,
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em que uma guanina é substituida por uma adenina no nucleotideo 20210, da regiédo
nao traduzida 3 do DNA complementar do gene do fator Il da coagulacao
(protrombina). Esta mutacdo esta associada ao aumento da estabilidade do seu
RNAmM e concentracdo plasmatica da protrombina, resultando em um estado de
hipercoagulabilidade, o que predispbfe a complicacbes na gravidez, como 0s

abortamentos (BAGHERI et al., 2011).

A mutacdo 20210G<A no gene da protrombina afeta entre 1- 4% da
populacdo normal, e sua prevaléncia € maior entre individuos brancos do sul da
Europa. Esta mutacdo estad associada ao aumento de 20-50% da concentracéo de
protrombina no plasma e é responsavel por 6,2% de todos os casos de trombose. As
mulheres com historia de perdas fetais portadoras da mutacdo no gene da

protrombina tém risco trés vezes maior de trombose venosa (FOCA et al., 2000;

KOVALEVSKY et al., 2008).

O gene do fator V esta localizado no cromossomo 1 na regiao (gq21 — g25). O
polimorfismo neste gene envolve a substituicdo do tipo transicdo, onde uma guanina
€ substituida por uma adenina no nucleotideo 1691, levando a substituicdo do
aminoacido arginina por glutamina na proteina. Esta mutacdo é denominada de fator
V de Leiden. A arginina € um dos principais sitios de clivagem para ativacdo da
proteina C. A presenca desta mutacdo altera o fator V, tornando-o resistente a
inativacao pela proteina C, o que resulta em um estado de hipercoagulabilidade com
risco de 5 a 10 vezes para a ocorréncia de tromboses nos heterozigotos e 80 vezes

nos homozigotos (KOVALEVSKY et al., 2008; PARVEEN et al., 2012).

A trombina exerce papel importante na regulacéo do processo de coagulagao.

Combinada com a trombomodulina, presente na superficie da célula endotelial,
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converte proteina C em proteina C ativada (proteina Ca). O cofator proteina S junto
com a proteina Ca degradam o fator Va (fator V ativado) e Vllla, limitando a
atividade desses dois fatores na cascata, diminuindo, assim, a producéo de trombina
e, consequentemente, a coagulacdo. Nos casos em que ha mutacdo no gene do
fator V, ou seja, fator V alterado resistente a inativacdo pela proteina C, esta fica
impossibilitada de se ligar e clivar o fator V, deixando assim de exercer seu papel

regulador — Figura 2 (FRANCO, 2001; KUJOVICH, 2011).

O fator V € um cofator importante na ativacdo da trombina, portanto,
fundamental na formacdo da rede de fibrina que compde o coagulo. O fator V é
ativado a Va, que se liga a receptores especificos na superficie das plaquetas; o
complexo Va/Xa executa a transformacéo da protrombina em trombina (Figura 2). A
trombina é fundamental no processo de ativacdo da fibrina e formacéo posterior do

coagulo (FRANCO, 2001).
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Figura 2. Representacdo esquematica da cascata de Coagulacdo, adaptada de Franco
(2001).

A mutacao fator V de Leiden é responsavel por 20-40% de todos os casos de
tromboses isolados e 40-45% dos casos de trombofilia familial (KOVALEVSKY et al.,

2008; PARVEEN et al., 2012).

Ha controvérsias sobre a associacdo dos polimorfismos 1691G<A no gene do
fator V e 20210G<A no gene da protrombina com abortos recorrentes, uma vez que
a frequéncia de ambos os polimorfismos difere em véarias populacdes. Essas
mutacgdes sdo mais frequentes na populacao europeia (5% e 3-8%) respectivamente,
e praticamente ausente entre os africanos e asiaticos (< 1,0%). No Brasil, ambas as
mutacdes estdo presentes em cerca de 2,0% da populacdo em geral (PARVEEN et

al., 2012; KUJOVICH, 2011).
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Bradley e cols. (2012) realizaram uma metanalise, incluindo 116 artigos de
lingua inglesa, para avaliar a associacao entre os polimorfismos 1691G<A no gene
do fator V e 20210G<A no gene da protrombina e aborto recorrente. Concluiram que
os dados sugerem associacao entre estes polimosfismos e perdas da gravidez.

Serrano e cols. (2010) investigaram a prevaléncia dos polimorfismos
1691G<A no gene do fator V e 20210G<A no gene da protrombina em 100
mulheres portuguesas com trés ou mais abortos consecutivos e ndo encontraram
diferencas significativas quando compararam os casos (5% e 3%) com os controles
(5% e 1%), respectivamente, enquanto Parveen e cols. 2012 investigaram 1.000
mulheres no Norte da india com aborto recorrente e observaram incidéncia maior do
polimorfismo 1691A>G nos casos (5%) ao comparar com 0s controles (2,4%), com
RP=2,14.

Bagheri e cols. (2011) avaliaram os polimorfismos 1691G<A e 20210G<A em
70 mulheres com aborto recorrente no Iran. A mutacdo 1691G<A néo foi encontrada
Nnos casos nem nos controles, enquanto a mutagdo 20210G<A foi encontrada em
heterozigose (GA) em 31% dos pacientes e 5% dos controles (p = 0,0001), néo
sendo observado o gendtipo homozigoto (AA).

Settin e cols. (2011) estudaram 142 mulheres egipcias com aborto recorrente,
sem causa definida, cujos resultados mostraram frequéncia maior das mutacoes
1691G<A (23,6% versus 1,4%, P=0,0001); 20210G<A (34,7% versus 1,4%,

P=0,0001) nos casos quando comparados aos controles, respectivamente.
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3.2.2.2 Polimorfismo no gene da enzima metilenotetrahidrofolato redutase

Alteracbes na via do folato, como deficiéncia de folato materno,
hiperhomocisteinemia materna e polimorfismo 677TT no gene
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), contribuem para a etiologia dos abortos
recorrentes em diferentes populacoes (GOVINDAIAH, et al., 2009).

A MTHFR é uma das principais enzimas que regulam o metabolismo da
homocisteina. A mesma catalisa a reducdo de N> N°—metilenotetrahidrofolato a N°—
metilenotetrahidrofolato, forma mais comum de folato plasmatico circulante, o qual,
juntamente com a vitamina B12, é importante para metilacdo da homocisteina a
metionina. A reducéo na atividade ou nivel da MTHFR induz hiper-homocisteinemia
e diminuicdo da concentracao de folato (MTIRAOUI, et al., 2006).

O mecanismo exato de acdo da hiper-homocisteinemia nos abortos
espontaneos ndo € bem conhecido, mas algumas hipéteses a correlacionam ao
aumento do potencial trombogénico e subsequente trombose placentaria
(MONTSERRAT et al., 2012; MTIRAQUI et al., 2006).

O principal polimorfismo genético no gene MTHFR consiste na substituicdo de
citosina por timina no nucleotideo 677 (677C>T). Esta substituicdo resulta na troca
de alanina por valina na proteina e alteragdo na estrutura da enzima, deixando-a
termolabil, o que leva a reducado da atividade enzimatica aproximadamente em 70%
e 35% em individuos homozigotos mutantes (TT) e heterozigotos (CT),
respectivamente (ZETTERBERG et al,, 2002; BOTTO e YANG, 2000). O gene que
codifica a enzima MTHFR em humanos esta localizado na regido p36.3, no braco

curto do cromossomo 1 (CASTRO et al., 2003; CALLEJON et al., 2007).
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O genodtipo homozigoto mutante 677(TT) predispde ao desenvolvimento de
hiperhomocisteinemia, principalmente quando associado a diminuicdo de folato.
Essa interacdo genética/nutricional estd relacionada ao aumento do risco de
doencas vasculares e maus resultados gestacionais, tais como aborto recorrente,
pré-eclampsia, defeito do tubo neural e ébito fetal (FROSST et al., 1995; CASTRO et
al., 2003). No entanto, Foca e cols. (2000) e Cardona e cols. (2008) nao
encontraram associagao entre hiperhomocisteinemia e aborto espontaneo.

Unfried e cols. (2002) avaliaram 133 mulheres na Austria com historia de trés
ou mais abortos espontaneos e 74 controles. Foi observada frequéncia maior do
alelo mutado (T) entre os casos (34,6%), quando comparado com 0s controles
(21,6%). Os autores concluiram que a homozigose (TT) para o alelo mutante do
polimorfismo 677C>T no gene da MTHFR conferiu risco 3,7 vezes maior para a
ocorréncia de abortos espontaneos.

Montserrat e cols. (2012) investigaram 60 mulheres na Espanha, com trés ou
mais abortos recorrentes, mas nao observaram diferenca significativa entre os
gendtipos homozigotos ou heterozigotos para o polimorfismo 677C>T no gene da
MTHFR, quando comparados com os controles.

A populagcdo em geral apresenta o alelo mutado em torno de 50% em
heterozigose (CT) e em cerca de 1 a 20% em homozigose (TT). O gendtipo (TT) é
mais frequente em individuos do sul da Europa (Italia 18%, Espanhal5%) (BOTTO e
YANG, 2000; ZETTERBERG et al., 2002).

Um segundo polimorfismo no gene da MTHFR é o 1298 A>C, que
corresponde a uma transicdo da adenina para citosina no nucleotideo 1298 do gene,
resultando na troca do residuo de glutamato por alanina na proteina MTHFR

(CASTRO et al., 2003). Segundo os estudos de Zetterberg e cols. (2002) e Mtiraoui
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e cols. (2006), a presenca da dupla mutacdo C677T/A1298C aumenta o risco de

aborto recorrente (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia individual e combinada dos polimorfismos C677T e A1298C no gene
MTHFR em mulheres com aborto recorrente e controles, segundo (Mtiraoui et al., 2006 e
Zetterberg et al,. 2002).

Genotipo Caso % Controle % RP Populacdo Autor

677CT 23,5 15 < 0,001 Tunisia Mtiraoui et al., 2006
677TT 30 7 < 0,001

1298AC 31 4 < 0,001

1298CC 32,5 13,5 < 0,001

677C/T-1298C/C 13,3 2,3 6,5

677T/T- 1298A/C 25,5 6.9 4.6

677CT 45 48 0,88 Grécia Zetterberg et al,. 2002
677TT 20 10,4 2,15

1298AC 66 44 2,5

1298 CC 3,8 10,4 0,33

TT/AA e CT/AA 56 38 2,06

Nair e cols. (2013) realizaram uma metanalise, incluindo cinco estudos, para
investigar a associagcdo entre o polimorfismo 1298 A>C e o aborto recorrente.
Concluiram que o0s genotipos mutantes heterozigoto (AC) e homozigoto (CC)
aumentaram significantemente o risco de aborto recorrente (RP= 1,98 e 4,80
respectivamente).

Settin e cols. (2011) investigaram, no Egito, 70 mulheres com dois ou mais
abortos recorrentes, que, quando comparadas com 0s controles, apresentaram
maior frequéncia dos genotipos homozigotos mutantes MTHFR 677 TT e 1298 CC e
da dupla mutacdo 677T/1298C; no entanto, ndo houve diferenca estatisticamente

significante.
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4 OBJETIVOS

Geral

Investigar a associagdo entre alteragdes cromossOmicas e as mutacdes génicas
(1691G<A, 20210G<A, 677C<T), em mulheres com dois ou mais abortos recorrentes

de primeiro trimestre sem causa definida.

Especificos

- Investigar a associagdo entre abortamento recorrente de primeiro trimestre e a

frequéncia de alteracfes cromossdmicas estruturais e numericas nos casais.

- Investigar a associagao entre abortamento recorrente de primeiro trimestre e os
polimorfismos: no gene do fator V de Leiden (1691G<A); no gene da protrombina
(20210G<A) e no gene da MTHFR (677C<T).

- Verificar a ocorréncia simultanea dos polimorfismos 1691G<A, 20210G<A, 677C<T

e das alteragbes cromossOmicas.
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5 CASUISTICA

5.1Tipo do estudo

Foi realizado um estudo caso-controle para investigagdo de alteracoes
cromossOmicas e génicas em casais com antecedentes de abortamento recorrente
de primeiro trimestre, tendo como controles mulheres com, pelo menos, uma

gestacdo bem-sucedida, sem histéria de aborto.

5.2 Populacgéo e area do estudo

Foram estudadas 151 mulheres e 94 parceiros com historia obstétrica de dois
ou mais abortos consecutivos de primeiro trimestre, sem causa definida e sem filhos
vivos. Destas pacientes, 40 foram atendidas no ambulatério de Aborto Habitual da
Maternidade Climério de Oliveira (MCO); 06, no Servico de Genética Médica do
Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES); e 105 em duas clinicas
particulares de Salvador (Clinica Aloimune= 53 e Laboratério DNA = 52), no periodo
de janeiro de 2011 a julho de 2012. Foram excluidas, mediante avaliacdo do
prontuario, as mulheres que induziram o abortamento, com dois abortos com
parceiros diferentes, maiores de 40 anos ou portadoras de alguma doenca
relacionada com insucesso gestacional, como diabetes mellitus, doencas infecciosas
(sifilis, rubéola, citomegalovirus, toxoplasmose e HIV), hipertenséo arterial cronica,
anomalias uterinas, positividade para anticorpos antifosfolipides e disfuncdo da
tireoide. Foram incluidos todos os parceiros que compareceram com a esposa,
sendo que aqueles que apresentaram espermograma alterado foram encaminhados

para avaliacdo com urologista. Os controles foram 100 mulheres saudaveis, que
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deram a luz na MCO, sem histdria de aborto, com até 40 anos e com, pelo menos,
um filho vivo, que foram triadas sequencialmente na enfermaria da MCO, mediante
consulta ao prontuario e entrevista.

Foi realizada entrevista para coleta de dados demograficos, do estilo de vida
(consumo de alcool, café, cigarro, medicamentos), historia familiar e ambiente de
trabalho.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Pesquisas Goncalo Moniz (CPqGM - Fiocruz), Resolucdo 213/2009, e da
Maternidade Climério de Oliveira, Resolu¢cdo 010/2010. As pacientes incluidas no
estudo responderam ao questionario epidemiolégico e assinaram o0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), ap6s explicacdo dos objetivos e
finalidades do trabalho. A pesquisa obteve o financiamento do Conselho Nacional de

Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq), PROCESSO N°: 620219/2008-4.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Coleta das amostras de sangue

Foram coletados 5 mL de sangue venoso em tubos a vacuo, contendo acido
etilenodiaminotetracético sodico (EDTA), na concentracao de 1,5 mg/ml, que foram
destinados a extracdo do DNA gendmico; e mais 5 mL de sangue venoso em tubo a
vacuo com heparina sédica para culturas dos linfocitos e analise dos cromossomos
(MINISTERIO DA SAUDE, Brasilia 2001; FROSST et al., 1995; BEIGUELMAN,

1982).

6.2 Analise molecular

O DNA gendmico foi extraido de leucaocitos a partir de 300 pL de sangue total,
utilizando-se o Kit QIAGENR DNA Blood Mini Kit (Uniscience do Brasil).

Os experimentos para investigacdo dos polimorfismos foram realizados no
Laboratério de Patologia e Biologia Molecular do Centro de Pesquisas Gongalo

Moniz (CPqGM - Fiocruz).

6.3 Investigacao dos polimorfismos

Apbs extracdo, o DNA foi amplificado pela técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando-se oligonucleotideos sintéticos (primers) especificos
para cada gene (Quadro I). Para cada reagcdo de PCR, foram utilizados controles

negativos e positivos, com o objetivo de identificar possiveis contaminantes.
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A reacdo de PCR foi realizada em ciclador de temperatura da GeneAmp PCR
system 2400, Perkin Elmer (Indianapolis, Indiana, Estados Unidos), e o produto da
amplificacéo foi analisado por eletroforese em gel de agarose (SIGMA for routine
use- St Louis, MO, Estados Unidos) a 1,0% em tampao TAE (Tris-acetato-EDTA) 1X
pH 8,3, corado pelo corante Sybr Green (Madison, Wisconsin, Estados Unidos),
diluido na proporcdo de 1:2.000 em TAE 1X e visualizado sob luz ultravioleta (UV).
Para acompanhar visualmente as amostras no gel, elas foram coradas pelo corante
azul-de-bromofenol, xilenocianol, sacarose (0,25%/0,25%/40,0%) respectivamente,
na proporcao de 1:6.

Os produtos de amplificacdo da PCR foram submetidos a digestdo com
enzimas de restricdo especificas para cada polimorfismo, utilizando a técnica de
Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restricdo (RFLP). Os produtos gerados
foram analisados em gel de poliacrilamida a 7,0% e comparados aos marcadores de

pares de base padrao, para identificacdo dos genotipos.

Quadro I. Sequéncias dos oligonucleotideos sintéticos e enzimas de restricao utilizados
para investigacdo dos polimorfismos génicos.

Sequéncias dos  oligonucleotideos Mutacéo Enzima de
sintéticos (5’-3") restricdo

D:TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA

R: AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG’ 677C<T da MTHFR Hinf |
D: TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC
20210G<A Protrombina Hind Il
R: ATAGCA CTG GGAGCATTG AAG C
D: TGC CCA AGT GCT TAA CAA GAC CA
1691G<A FV Leiden Mn I

R: CTT GAA GGA AAT GCCCCATTA

D- direto, R- reverso
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Protocolo para PCR dos polimorfismos: 677C<T no gen e MTHFR;
1691G<A no gene Fator V e 20210G<A no gene protrombina

A reacgao de PCR foi realizada em tampao composto por 200mM de Tris-HCL,;
25 mM de cloreto de magnésio (MgCl); solucdo de desoxirribonucleosideos
trifosfato (ANTPs) (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) na concentracdo de 10 pM; 12,5
pmoles de cada primer, (direto/ reverso) e 3U da enzima Taq DNA Polimerase
(Invitrogen - Carlsbad, California, Estados Unidos), para um volume final de 50 uL. A
amplificacdo do DNA foi realizada em ciclador de temperatura com etapa inicial de 94
T por 5 minutos, seguida de 35 ciclos compostos por 45 segundos a 94T, 45
segundos a 62T e um minuto a 72 € e um ciclo fina | de 72T por 5 minutos
(FROSST et al.1995), para obtencao dos produtos finais:

a) MTHFR677C<T: fragmento de 198pb;

b) FV1691G<A: fragmento de 116 pb;

c) Protrombina/20210G<A: fragmento de 345 pb.

Protocolo para RFLP para o polimorfismo 677C<T

Apbs a amplificacdo, o DNA foi digerido com a enzima de restricdo Hinf | (New
England Biolabs Inc. - Ipswich, MA, Estados Unidos). A reacéo foi realizada com a
utilizacdo de uma solucao de 2 pL do tampao NEBuffer 4 concentrado 10x (Biolabs -
Ipswich, MA , Estados Unidos) (50mM de NaCl, 10 mM de Tris-HCL, 10mM de
MgCl2); 3U da enzima de restricdo Hinf I; 7,7 uL de agua estéril e 10 pL do produto

de PCR, para um volume final de 20 pL, seguido de incubacdo a 37C por 8 horas.
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Os individuos com gendtipo homozigoto selvagem (CC) mantiveram o fragmento
original de 198 pb, o gendtipo heterozigoto (CT) os fragmentos de 198 pb, 175 pb e

23 pb, e 0 gendtipo homozigoto mutante (TT) os fragmentos de 175 e 23pb.

M 01 02 03 04 05 06 07 08 09
!L::J&-in—iuui-—ih—du—d--l

200pb
e e e e o o b ) 10

150ph | ==

Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,0%, demonstrando os fragmentos
obtidos ap6s a digestdo do produto de PCR para o polimorfismo C677T no gene MTHFR:
posicdes 01, 03, 04, 05, 06 e 07 — individuos heterozigotos (CT); posicdes 02, 08 e 09 —
individuos com genotipo homozigoto selvagem. M: marcador de 50 pb.

Protocolo para RFLP para o polimorfismo  1691G<A

Apés a amplificagcdo, o DNA foi submetido a digestdo com a enzima de
restricdo Mnll (New England Biolabs - Ipswich, MA , Estados Unidos). A reacéo foi
realizada com a utilizacdo de uma solucdo de 3 pL do tampao NEBuffer 4
concentrado 10x (Biolabs- Ipswich, MA , Estados Unidos): 50mM de Nacl, 10 mM de
Tris-HCL, 10mM de MgClz; 0,5 pL da enzima de restricao Mnll; 0,3 pL do purificado
BSA 10X (Biolabs- Ipswich, MA, Estados Unidos); 6,2 uL de agua estéril livre de
Dnase e Rnase e 10 pL do produto de PCR, para um volume final de 20 pL, seguido

de incubacdo a 37T por 8 horas. Os individuos com o gendtipo homozigoto
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selvagem (GG) mostraram fragmentos de 116pb, 67pb e 37pb; o gendtipo
heterozigoto (GA) mostrou fragmentos de 153 pb, 116pb, 67pb e 37pb, e o gendtipo

homozigoto (AA) mutante fragmentos de 153 pb, 67pb e 37pb.

M 01 02 03 04 05 06 07 08 09
I8 el
R |

200ph| = :

100pb| e o b el i

- .

Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,0%, demonstrando os fragmentos
obtidos apds a digestao do produto de PCR para o polimorfismo 1691G>A no gene do Fator
V. Posicdes 01, 02, 04, 05,06, 07, 08, 09 — individuos com gendtipo homozigoto selvagem
(GG). M: marcador de 100 pb.

Protocolo para RFLP para o polimorfismo  20210G<A

Apos a amplificacdo, o DNA foi submetido a digestdo com a enzima de
restricdo Hind Ill (New England Biolabs- Ipswich, MA, Estados Unidos). A reacgéao foi
realizada com a utilizacdo de uma solucdo de 2 pL do tampdo NEBuffer 2
concentrado 10x; 0,2 puL da enzima de restricdo Hind Ill; 7,8 puL de agua estéril e 10
pML do produto de PCR, para um volume final de 20 pL. Seguido de incubacdo a
37C por 8 horas. Individuos com genotipo homozigoto selvagem (GG)
apresentaram o fragmento original de 345 pb, o gendtipo heterozigoto (GA), os
fragmentos de 345pb e 322pb, e 0 gendtipo homozigoto mutante (AA), o fragmento

de 322pb.
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Ataph 345pb

300pb 322pb

200pb |
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Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,0%, demonstrando os fragmentos
obtidos apo6s a digestdo do produto de PCR para o polimorfismo 20210G-A no gene da
protrombina. Nas posicoes 01 e 06, sdo mostrados individuos heterozigotos (GA); nas
posicbes 02, 03, 04, 05, 07, 08 e 09, individuos com genétipo homozigoto selvagem. M:
marcador de 100 pb.

6.4 Estudo das alteracbes cromossémicas

A investigacdo das alteracbes cromossomicas foi realizada por meio da
analise do cariétipo dos individuos na Maternidade Climério de Oliveira, no Servico
de Genética Médica do HUPES e na Clinica Aloimune (30% dos individuos) e
mediante consulta do resultado do cari6tipo nos prontuarios no Laboratorio DNA e

na Clinica Aloimune (70% dos individuos).

Culturas de linfécitos de sangue venoso para obtencao dos cariétipos

De cada individuo, foram realizadas duas culturas de 5 mL de meio RPMI
1640 (CULTILAB - Campinas, SP, Brasil), 20,0% de soro bovino fetal (CULTILAB),
2,0% de fitohemaglutinina (CULTILAB) e 18 gotas de sangue total, cultivadas a 37

°C por 72 horas. Adicionou-se 0,1 mL de colcemid (CULTILAB) 1 hora antes de
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completar as 72 horas. Ap0s quarenta e cinco minutos, as culturas foram tratadas
com técnicas citologicas, para obtencdo dos cromossomos e preparacdo das
laminas (BEIGUELMAN, 1982). As laminas foram tratadas com tripsina - DIFCO
(San Jose, California, Estados Unidos) a 1,5% entre 2 e 15 segundos e coradas com
Giemsa (MERCK- Rockland, Massachusetts, Estados Unidos) para obtencdo do
padrao de bandeamento G (SEABRIGHT, 1971).

As culturas de linfécitos e a analise citogenética foram realizadas no
Laboratério de Genética Humana e Biologia Molecular, no Instituto de Biologia da

Universidade Federal da Bahia.

Analise Citogenética

Apbs a preparacgdo, as laminas foram identificadas com uma numeragéo, para
que a andlise fosse realizada sem identificar o individuo (teste cego).

Para investigar a presenca de alteracbes cromossdmicas numéricas e
estruturais, foram analisadas 30 metafases de cada individuo; nos casos de
mosaicismo, foram analisadas 50 metéfases.

Para realizar a analise, as metafases eram escolhidas pela qualidade técnica,
ao microscopio de luz na objetiva de 10X. Uma vez selecionada a metéafase,
mudava-se para a objetiva de imersdo (100X). Inicialmente contavam-se o0s
cromossomos; as células contendo menos que 45 cromossomos eram desprezadas
e procurava-se outra metafase. Em cada metéfase, os 46 cromossomos eram

identificados através do padrdo especifico de bandas, seguido do desenho das
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células que apresentavam metafases alteradas, para investigar possiveis

translocacdes e o ganho ou perda de cromossomos especificos.

6.5 Analise estatistica

A distribuicdo das variaveis quantitativas foi determinada usando o teste
Kolmogorov-Smirnov. As médias das variaveis quantitativas entre dois grupos foram
comparadas usando teste T Student independente para os dados com distribuicdo
normal e Mann-Whitney para os dados com distribuicdo ndo normal. Os testes de
Kruskal-Wallis (ndo paramétrico) e ANOVA (paramétrico) foram utilizados para
comparar médias entre trés ou mais grupos. A analise de correlacdo bivariada foi
realizada para determinar correlacdo entre pares de variaveis, usando os testes de
Pearson e Sperman. O valor de P menor que 0,05 foi considerado significativo para

os testes realizados. Foram utilizados os softwares EPI-INFO 6.04 e SPSS 17.0.
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7 RESULTADOS

A idade média das mulheres com aborto de repeticdo (casos) foi de
32,14+4,35 anos, variando entre 19 e 40 anos e dos parceiros foi de 35,4+7,22,
variando entre 22 e 47 anos. No grupo controle, a idade média foi de 25,80+6,47,
variando entre 16 e 40 anos (p = 0,000). A idade das mulheres com perdas
recorrentes foi estratificada em trés categorias: < 30 anos (37%), >30 <35 anos
(47,9%) e > 35 anos (15,1%).

Os casos foram selecionados em trés instituicbes com condigbes
socioeconOmicas distintas, mas, quando comparadas as frequéncias das alteracoes
cromossomicas (p= 0,442 e p= 0,320) e génicas 677C-T, 1691G-A e 2021G-A (p=
0,817; p= 0,618 e p= 0,859) respectivamente, entre 0s trés grupos, nao houve
diferenca significante. Esta constatagdo permitiu que, ao longo do trabalho, as
pacientes fossem analisadas como um todo.

Os casos apresentaram um numero médio de perdas gestacionais de 2,8+1,0,
variando entre duas e sete. Foi observada maior frequéncia de individuos no grupo
com duas perdas 47,6%, seguido do grupo com trés perdas, 37,7% (Tabela 2).

Quando se correlacionou o namero de abortamentos com a idade das
pacientes, verificou-se que 22 das que tiveram quatro ou mais abortos (Tabela 2)
tinham a idade média de 36,8 anos. A andlise de correlacdo mostrou significancia

entre idade das pacientes e numero de perdas (p=0,003).
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Tabela 2. Numero de abortos das mulheres com histéria de perdas
recorrentes da gravidez.

N. Perdas N. de pacientes %
2 72 47,6%
3 57 37, 7%
4 11 7,2%
5 6 3,9%
6 4 2,6%
7 1 0,6%
Total 151 100%

No presente estudo, o estado civil predominante entre as mulheres era a
unido estavel 97,8% (45/46) nos casos e 80% (80/100) nos controles, seguido do
estado civil solteira 2,2% (1/46) nos casos e 19% (19/100) nos controles (p = 0,021).

Os dados relacionados aos habitos de vida foram obtidos de 46 mulheres dos
151 casos e de 96 mulheres dos 100 controles. O hébito de tomar café foi observado
em 76% (35/46) dos casos e em 86,4% (83/96) dos controles (p= 0,184). O consumo
social de bebida alcodlica foi mais frequente nos casos 54,3% (25/46) que nos
controles 43,7% (42/96), p=0,154; quanto ao habito de fumar, este foi mais frequente
nos controles 11,4% (11/96) que nos casos 4,3% (2/46), p= 0,155. No entanto, néao
houve diferenca estatisticamente significativa quando comparados 0S casos e 0S
controles.

Quanto a exposi¢ado ocupacional, as pacientes ndo se referiram a funcfes que

representassem possiveis fatores de risco ambiental.



7.1 Alteracdes cromossdmicas
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Figura 6. Metafase mostrando trissomia do cromossomo X, observada em uma
das mulheres com aborto recorrente (47,XXX).
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Figura 6. Metafase mostrando inversao do cromossomo 9, observada em uma
mulher do grupo controle.



A Tabela 3 mostra a frequéncia de alteragbes cromossOmicas nas mulheres
do grupo caso, nos parceiros e nas mulheres do grupo controle. O grupo de
mulheres com perdas gestacionais apresentou frequéncia de 7,3% e o0s controles
1% para as alteragdes cromossomicas (p=0,022).

A associacdo entre aborto recorrente (caso x controle) e alteragoes
cromossOmicas apresentou OR=7,7 (IC 95% 1,29-170,5).

A frequéncia das alteragbes cromossOmicas observada no grupo dos pais
(2,1%) foi menor que no grupo das maes com perdas gestacionais (7,3%), mas a
diferenca entre os dois grupos nao foi estatisticamente significante (p=0,896) (Tabela

3).

Tabela 3. Frequéncia das alteracdes cromossémicas no grupo de parceiros,
mulheres do grupo caso e mulheres do grupo controle.

Cariotipo
Individuos Normal % Alterado % Total
Casos 140 92, 7% 11 7,3% 151
Parceiros 92 97,8% 02 2,1% 94
Controles 99 99% 01 1% 100

As alteragBes cromossémicas numéricas 07 (4,7%) foram mais frequentes
gue as estruturais 04 (2,6%) no grupo das mulheres com perdas fetais. As
alteragbes numéricas observadas foram mosaicismo envolvendo 0s cromossomos
sexuais. As estruturais corresponderam a trés translocacfes reciprocas [t(11;18);

t(2;12) e t (11;17)] e uma robertsoniana [rob (14;21) ] (Tabela 4). No entanto, néo
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houve diferenca estatisticamente significativa entre as alteracbes numéricas e
estruturais (p=0,104).

No grupo dos parceiros, foi observado um caso (1,05%) de alteracao
numerica (mosaicismo do cromossomo X) e outro (1,05%) estrutural (inversao do
cromossomo 18) (Tabela 4). Em nenhum dos grupos, as alteracbes numericas e

estruturais foram encontradas simultaneamente.

Tabela 4. Alteracdes cromossémicas no grupo das mulheres com aborto de repeticao,
parceiros e controles.

CASOS N % CONTROLES N % PARCEIROS N %

Alteracdes estruturais

46,xx 1(11;18) (925;921) 1 46,XY inv(18)ql0 1
46,xx t (11;17) 1
46,xx 1(2;12) 1

45,xx rob (14;21) (q10q10) 1

Total 4 26 -- 1 1,05

Alterac6es numéricas

46,XX/47 XXX 46,XX/47 XXX 1 46,xy/47 ,xxy 1
46,xx/47 ,xxx/45,x
46,XX/49,xxxXxx/45,x

46,XX/49,XXXXX

Total 7 4,7 1 1 1 1,05

Apés a estratificacdo das idades das mulheres com aborto recorrente,
observou-se maior frequéncia de alterac6es cromossémicas na faixa etéria entre 30

e 35 anos de idade (11,2%), quando comparada com as mulheres com menos de 30
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anos (3,6%). No entanto, ndo foi observada associacao entre a idade materna e a

frequéncia de alteracfes cromossdmicas, p = 0,362 (Tabela 5).

Tabela 5. Frequéncia das alteragdes cromossdmicas das mulheres com aborto
recorrente correlacionada com as idades estratificadas.

IDADE CARIOTIPO
NORMAL % ALTERADO % TOTAL
Idade < 30 54 96,4% 02 3,6% 56
Idade >30 <35 64 88,8% 08 11,2% 72
Idade > 35 22 95,6% 01 4,4% 23
Valor p: 0,362

As variacfes estruturais normais foram observadas em sete (4,6%) das 151
maes com abortamento e em seis (6,4%) dos 94 pais (Tabela 6). A variagdo mais
frequente nas maes foi 9gh+ (03), regido de heterocromatina aumentada do
cromossomo 9, seguida por 16gh+ (02), regido de heterocromatina aumentada do
cromossomo 16; um caso de inversdao do cromossomo 9 (inv 9p) e um caso
apresentou o cromossomo 21 com a haste do satélite aumentada.

No grupo dos pais, a Unica variacdo encontrada foi a regido de
heterocromatina aumentada do cromossomo 9 (9gh+) em 06 casos, cuja frequéncia

correspondeu a 3 vezes mais a encontrada nas mulheres (Tabela 6).

Tabela 6. Variagcdes normais observadas na estrutura dos cromossomos no grupo das
mulheres com perdas recorrentes, no grupo dos parceiros e nos controles.

VARIANTES NORMAIS N % Total %
CASOS 46,XX inv (9p) 1-0,67%

46,XX,21pstk+ 1-0,67%

46,xx,9gh+ 3-2%

46,XX,16gh+ 2-1,3% 7 4,6%
CONTROLES 46,XX inv (9p) 3-3% 3 3%

PARCEIROS 46xy9gh+ 6 — 6,4% 6 6,4%
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Anélise combinada

A analise de confundimento potencial e de interacdo das covariaveis fumo,
alcool e café foi prejudicada por perdas no niumero de individuos do grupo caso (das
151 mulheres com aborto recorrente, foram obtidos os dados de 46 individuos).

Assim, 0 pequeno numero amostral impediu a realizacdo da andlise.

7.2 Alteracdes génicas

7.2.1 Investigacao dos polimorfismos C677T no gene da MTHFR, 1691G-A no gene
do Fator V e 20210G-A no gene da protrombina.

Das 151 mulheres com aborto recorrente que participaram do estudo, foram
obtidos os resultados dos polimorfismos C677T no gene MTHFR de 137 individuos;
do polimorfismo 1691G-A no gene do Fator V de 136 individuos; e do polimorfismo
20210G-A no gene da protrombina de 138 individuos.

A distribuicdo das frequéncias alélicas dos polimorfismos 677C<T no gene da
MTHFR, 1691G<A no gene do Fator V e 2021G<A no gene da protrombina esta em
equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto nos casos (p > 0,5), quanto nos controles (p >
0,5).

A Tabela 7 mostra a distribuicdo das frequéncias genotipicas dos
polimorfismos nos genes MTHFR, FVL e protrombina das mulheres com aborto de
repeticéo e dos controles. A frequéncia do polimorfismo 677C-T no gene da MTHFR
foi bastante similar entre casos e controles. Nos casos, a frequéncia do gendétipo
selvagem (CC) foi de 58,4%, do heterozigoto (CT), 37,2% e do homozigoto (TT),

4,4%. Os controles apresentaram frequéncia de 59% para o genétipo selvagem
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(CC), 37% para o heterozigoto (CT) e 4% para o homozigoto (TT). Nao houve
diferenca significante quando comparados casos e controles (p=0,975).

A frequéncia do polimorfismo 1691G<A no gene do Fator V nao foi
estatisticamente diferente entre casos e controles (p= 0,491). A frequéncia do
genotipo homozigoto selvagem (GG) foi 97,1% x 98% e do heterozigoto (GA) foi
2,9% x 2% em casos e controles respectivamente. Ja 0 homozigoto mutante AA néo
foi observado tanto nos casos quanto nos controles.

A frequéncia do polimorfismo 2021G<A no gene protrombina foi de 97,1%
para o gendtipo homozigoto selvagem (GG) e 2,9% para o heterozigoto (GA); o
homozigoto mutante (AA) nao foi observado. Os controles apresentaram frequéncia
de 100% para o genodtipo homozigoto selvagem (GG), ndo sendo detectados os

genatipos heterozigoto (GA) e homozigoto mutante (AA).
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Tabela 7. Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos nos genes
MTHFR, FVL e Protrombina nas mulheres com aborto de repeticdo e nos controles.

CASOS

CONTROLES

GENOTIPOS

N.

%

N.

%

=)

677 MTHFR
C>T
Homozigoto
Selvagem
Heterozigoto

Homozigoto
Mutante
Total

80

51

06

137

58,4%
37,2%
4,4%

100%

59

37

100

59%

37%

4%

100%

*0,975

1691 FVL
G>A
Homozigoto
Selvagem
Heterozigoto

Homozigoto
Mutante
Total

132

136

97,1%

2,9%

100%

98

100

98%

2%

100%

**0,491

2021 PROT
G>A
Homozigoto
Selvagem
Heterozigoto
Homozigoto
Mutante
Total

134
4
0

138

97,1

2,9

100

100

o o

100

100%
0
0

100%

**0,107

*X2: 0,051

Fisher's Exact Test

Conforme a Tabela 8, quando comparados casos e controles, a analise

estatistica ndo mostrou diferenca significante entre as frequéncias alélicas dos

polimorfismos no gene MTHFR 677C<T (23% x 22,5%), no gene do Fator

V1691G<A (1,5% x 1%) e no gene protrombina 2021G<A (1,4% x 0%)

respectivamente (p= 0,479; p= 0,491 e p= 0, 107).
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Tabela 8. Frequéncias alélicas dos polimorfismos no gene MTHFR 677C<T, no gene do
Fator V1691G<A e no gene protrombina 2021G<A, no grupo de mulheres com perdas
recorrentes e controles.

CASOS CONTROLES
ALELOS N % N % P
1691 FVL
G>A
Homozigoto 268 98,5% 198 99%
Selvagem
Mutante 4 1,5% 02 1%
Total 272 100% 200 100% **0,491
677 MTHFR
C>T
Homozigoto 211 77% 155 77,5%
Selvagem
Mutante 63 23% 45 22,5%
Total 274 100% 200 100% *0,479
2021 PROT
G>A
Homozigoto 272 98,5% 200 100%
Selvagem
Mutante 4 1,4% -- --
Total 276 100% 200 100% **0,107

*X2: 0,035 **  Fisher's Exact Test

A Tabela 9 mostra a frequéncias genotipicas dos polimorfismos nos genes
MTHFR677C<T, Fator V 1691G<A e protrombina 2021G<A, segundo a
estratificacdo das idades das mulheres com aborto recorrente em dois grupos: com
30 anos ou menos e com 31 anos ou mais. A frequéncia do gendtipo mutante dos
polimorfismos nos genes MTHFR, Fator V e protrombina foi maior no grupo das
mulheres com 31 anos ou mais (65%, 100% e 75%). No entanto, nao foi encontrada
diferenca significante quando comparadas com as frequéncias do grupo de mulheres
com idade < 30 anos (35%, 0% e 25%, respectivamente). Nao foi evidenciada
correlacdo entres os genotipos mutantes nos genes MTHFR, Fator V e Protrombina

e a idade materna (p= 0,620, 0,471 e 0,307, respectivamente).
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Tabela 9. Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos nos genes MTHFR,
Fator V e Protrombina e sua associacdo com a idade estratificada das mulheres com aborto
recorrente.

GENOTIPOS IDADE <30 % IDADE >31 % TOTAL V ALOR P

MTHFR677C-T

Homozigoto 32 40,5% 47 59,5% 79

Selvagem

Mutante 20 14,7% 37 65% 57 0,620
FVL1691G-A

Homozigoto 51 35% 80 65% 131

Selvagem

Mutante 0 -- 04 100% 04 0,471

PROT2021G-A

Homozigoto 51 38,3% 82 61,7% 133
Selvagem
Mutante 01 25% 03 75% 04 0,307

Fisher's Exact Test

A Tabela 10 mostra a frequéncia genotipica dos polimorfismos nos genes
MTHFR, Fator V e Protrombina correlacionada com o numero de abortos: trés ou
menos e mais que trés. A frequéncia do genoétipo mutante dos polimorfismos MTHFR
677C< T e Protrombina 2021G< A foi maior no grupo de pacientes com mais de trés
abortos (57,2% e 9,5%), quando comparado ao grupo com trés abortos ou menos
(39,1% e 1,8%), respectivamente. Ja a frequéncia do gendtipo mutante Fator V
1691G<A foi maior no grupo de mulheres com trés abortos ou menos (3,5%),
quando comparado com as mulheres com mais de trés abortos (0%). No entanto,
ndo foi observada associacdo entre a frequéncia dos gendtipos mutantes dos
polimorfismos nos genes MTHFR, Fator V e Protrombina e o numero de abortos (p=

0,098, 0,504 e 0,111) respectivamente.
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Tabela 10. Frequéncia genotipica dos polimorfismos nos genes MTHFR, Fator V e
Protrombina e sua associa¢cdo com o nimero de abortos.

GENOTIPO NUMERO DE ABORTOS

Abortos £ 3 Abortos >3 VALOR P

MTHFR677C-T

Homozigoto 70 60,9% 09 42,8%

Selvagem

Mutante 45 39,1% 12 57,2% 0,098
Total 115 21

FVL 1691G-A

Homozigoto 110 96,5% 21 100%

Selvagem

Mutante 04 3,5% 0 0,504
Total 114 21

PROT 2021G-A

Homozigoto 114 98,2% 19 90,5%

Selvagem

Mutante 02 1,8% 02 9,5% 0,111
Total 116 21

Fisher's Exact Test

A Tabela 11 mostra a distribuicdo dos gendtipos mutantes dos polimorfismos:
MTHFR 677C>T, Fator V 1691G>A e protrombina 2021G>A, quando
correlacionados com as alteragbes cromossOmicas no grupo de mulheres com
abortos recorrentes. Dos 57 genoétipos mutantes MTHFR 677C>T, apenas trés
(5,3%) apresentaram alteragBes cromossdmicas. Ja as mulheres com genotipos
mutantes para os polimorfismos Fator V 1691G>A (quatro) e protrombina 2021G>A
(quatro), nenhuma apresentou alteragdo cromossomica. Assim, nao foi observada
associacdo entre os genétipos mutantes dos referidos polimorfismos e a presenca

de alteragdes cromossomicas (p= 0,328, 0,756 e 0,714) respectivamente.



Tabela 11. Frequéncia dos gendtipos mutantes MTHFR677C>T, FVL1691G>-A e PROT
2021G>A correlacionada com as alteracdes cromossdmicas no grupo de mulheres com
aborto recorrente.
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GENOTIPO CARIOTIPO

NORMAL % ALTERADO % TOTAL VALOR P

MTHFR677C-T

Homozigoto 72 91% 07 9% 79

Selvagem

Mutante 54 94, 7% 03 5,3% 57 0,328
FVL 1691G-A

Homozigoto 122 93% 09 7% 131

Selvagem

Mutante 04 100% 0 - 04 0,756

PROT 2021G-A

Homozigoto 123 92,4% 7,6% 133
Selvagem 10
Mutante 04 100% 0 - 04 0,714

Fisher's Exact Test
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8 DISCUSSAO

O estudo avaliou as alteragcdes cromossOomicas e os polimorfismos nos genes
da MTHFR, Fator V e Protrombina em 151 mulheres com historia de dois ou mais
abortamentos no primeiro trimestre da gestacéo e respectivos controles.

A média de idade, de 32 anos, das mulheres com perdas gestacionais nesse
estudo foi similar a encontrada por Pal et al. ( 2009) e Montserrat et al. (2012), que
descreveram a idade de 33 e 34, respectivamente.

Este estudo evidencia que as mulheres do grupo caso e também os controles
iniciaram a vida reprodutiva precocemente, ou seja, 19 e 16 anos respectivamente.
Sendo mais precoce no grupo controle, cujas mulheres, muitas vezes, ainda
adolescentes tiveram uma gravidez nao planejada.

Do ponto de vista conceitual, considera-se abortamento de repeticdo quando
ocorrem trés interrupgdes consecutivas da gestacao; todavia, neste trabalho, foram
incluidas pacientes a partir de duas perdas, 0 que representou aproximadamente
metade da populacdo estudada (47,6%). Esses achados decorrem do fato de que,
na pratica clinica, ha grande demanda dos casais por iniciar a investigacdo a partir
de dois abortamentos. Outros estudos também incluiram mulheres a partir de dois
abortamentos (SETTIN et al., 2011; FOCA et al., 2000).

No grupo dos casos, 97,8% afirmaram que vivem em regime de unido estavel,
0 que lhes proporciona suporte emocional para as tentativas de éxito nas gestacoes.
Nos trabalhos consultados, a avaliacdo € geralmente realizada nos casais, 0 que
traduz o envolvimento e suporte emocional advindos da vida familiar (KISS et al.,

2009; MEZA et al., 2008). O fato de a maioria estar em unido estavel traduz a
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intencdo de constituir uma familia, uma vez que, sem o apoio do parceiro, seria dificil
persistirem frente as frustracdes repetidas.

Horne e cols. (2005) sugerem que habitos de vida, como uso de bebida
alcodlica, cigarro e consumo excessivo de café, sdo considerados fatores de risco
para aborto recorrente. Os estudos tém sugerido o aumento nas taxas de
abortamento em mulheres com habitos de ingestdo elevada de cafeina, quatro a
cinco xicaras por dia (WETHERSBEE et al.,, 1977; SIMPSON et al., 2007). Em
relacdo a bebida alcodlica, ndo existe uma dose a ser ingerida com seguranca na
gravidez. No entanto, o risco mostra-se maior quando o consumo € elevado e
frequente, especialmente no primeiro trimestre da gestacdo (NEME et al., 2005). A
via de acdo do alcool e seus efeitos deletérios no feto ndo sdo bem definidos.
Acredita-se que haja toxidade direta, sendo que um dos seus metabdlitos
(acetaldeido) é teratogénico e acumula-se no feto (GARCIA-ENGUIDANOS et al.,
2002).

O hébito de fumar (mais de 10 cigarros) por dia mostrou associacdo com
aumento das taxas de perdas gestacionais. Muitos componentes do cigarro tém sido
considerados possiveis toxinas, especialmente a nicotina, para explicar a sua
relacdo com os abortos (NEME et al., 2005; SIMPSON, 2007).

No presente estudo, o consumo de alcool foi mais frequente no grupo das
mulheres com perdas gestacionais (54,3%) que nos controles (43,7%). No entanto,
nao foi constatada diferenca estatisticamente significativa quando comparado 0s

dois grupos.
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8.1 Alteracdes cromossdmicas

Foi observada associacdo entre alteracbes cromossdmicas e aborto
recorrente no primeiro trimestre da gestacdo, no grupo de mulheres estudado.
Mulheres com alteracbes cromossOmicas tiveram 7,7 vezes mais chances de ter
aborto de repeticdo. Sendo a frequéncia das alteracbes cromossémicas de (7,3%)
no grupo de mulheres com abortamentos, e de (1%) nos controles (p=0,022). Esta
frequéncia de AC é semelhante a observada nos estudos de Pal et al. (2009) e Kiss
et al. (2009) (8,9% e 9,3%), respectivamente, e difere daquelas referidas por Celep
et al. (2006) e Ozawa et al. (2008), que encontraram frequéncias de alteracoes
cromossOmicas menores, isto €, de 3,8% e 4,9%, respectivamente.

Neste estudo, apenas 94 pais compareceram para realizagcdo do cariotipo.
Desses, somente dois (2,1%) tiveram alteracbes cromossdmicas, 0 que nao revelou
significAncia estatistica quando comparado com o grupo das maes com perdas
gestacionais. A despeito de o0s casais com antecedentes de abortamento de
repeticdo apresentarem grande motivacdo para identificacdo da etiologia das
perdas, o ndo comparecimento do parceiro para realizacdo do caridtipo ainda é
grande, fato que dificulta a caracterizacéo de todos os casos.

A revisdo da literatura mostra que, entre 4,7% e 12,5% dos casais com dois
ou mais abortos espontaneos, um dos parceiros apresenta alteracdo cromossOmica
(PAL, et al., 2009; KOCHHAR et al.,, 2012; MERE,L et al., 2012). Tais estudos
correlacionam esta variabilidade a diferengas do tamanho amostral e aos critérios de
selecdo dos individuos, como numero de abortamentos e exclusdo daqueles com

etiologia j& definida. No presente estudo, a frequéncia de alteragdo cromossémica
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de 7,3% decorreu provavelmente da rigorosa selecdo dos casos de abortamento
precoce com causa nao identificada.

As alteracfes cromossdmicas foram observadas em 11 mulheres com perdas
gestacionais, sendo: mosaicismo do cromossomo X, sete casos (63,7%);
translocacdes reciprocas, trés casos (27,3%); e translocacao robertsoniana, um caso
(9%). Quanto aos casos de mosaicismo do cromossomo X, a frequéncia observada
(63,7%) foi superior a referida na literatura, onde tem sido descrita entre 0 e 30% dos
casos. Contudo, resultados similares foram encontrados nos trabalhos de Kiss et al.
(2009) e PAL et al. (2009), que descreveram 50% e 48%, respectivamente. A
discrepancia dos nossos dados e desses autores pode estar relacionada ao tipo de
amostra selecionada (inclusdo de abortos de primeiro e segundo trimestres e
natimortos) e ao numero de metafases analisadas; no presente estudo, foram
analisadas 30 metafases por individuo e, na maior parte dos trabalhos consultados,
foram analisadas entre 15 e 20 células por individuo. Segundo Kiss e cols. (2009),
guanto maior o numero de metafases analisadas, maior a chance de se detectar um
mosaicismo de menor grau.

Entre os casos de mosaicismo, destacaram-se os de Sindrome de Turner,
com deteccdo de quatro casos (57,14%) — trés 46,XX/47,XXX/45X e um
46,XX/49,XXXXX/45. A incidéncia de abortamentos e natimortos nos pacientes com
estas alteragfes varia entre 25 e 30% e entre 6 e 8%, respectivamente, 0 que esta
relacionado a diminui¢do da funcdo ovariana, disfuncdo autoimune e anormalidades
uterinas (KISS et al., 2009). As linhagens celulares com triplo X (46,XX/47,XXX)
também tém sido descritas em amostras de casais com abortamento. No presente
trabalho, elas foram encontradas em cinco casos (71,4%) e um caso de

46, XX149,XXXXX (14,3%).
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O aumento da frequéncia de mosaicismo do cromossomo X tem sido descrito
em mulheres com aborto recorrente. No entanto, ainda ndo se sabe qual € a
verdadeira correlacdo desses achados com a evolugdo da gravidez. Essas
aneuploidias acarretam alteracdes fenotipicas menos graves do que as associadas a
defeitos dos cromossomos autossdmicos, evento este decorrente provavelmente da
inativacdo do X. Por outro lado, o mosaicismo pode ser uma manifestacdo de
equilibrio genético alterado, que pode levar a ndo disjuncdo cromossdémica (KUO et
al., 2004).

No grupo dos pais, foi observado um caso (1%) com mosaicismo
correspondente a Sindrome de Klinefelter (46,XY/47,XXY), concordando com Kiss et
al. (2009), que encontraram um caso em 108 individuos. Verifica-se que cerca de
3% dos homens inférteis e que 5 a 10% daqueles com oligospermia ou azoospermia
apresentam a sindrome de Klinefelter em mosaicismo. Nesses casos, as alteracoes
testiculares sdo menos graves, havendo azoospermia em mais de 50% dos casos,
mas também podendo haver homens férteis (MALUF et al., 2012)

Os resultados das translocacdes concordam com os relatados na literatura,
onde as translocacdes reciprocas balanceadas s&o identificadas em cerca de
metade a um terco dos casais com abortos de repeticdo e as translocagbes
robertsonianas tém sido relatadas em frequéncia menor, entre 10% a 28% dos
casais. A prevaléncia elevada das translocacdes reciprocas em relacdo as
robertsonianas pode ser resultado das formas de segregacdo apresentadas por
estas anomalias durante a gametogénese. Tem sido reportado que portadores de
translocacbes reciprocas geram entre 18 e 72% de gametas ndo balanceados,
enquanto individuos com translocagfes robertsonianas produzem apenas 11,6% a

17,8% de gametas alterados (ELGHEZAL et al., 2007).
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As translocacdes reciprocas observadas no presente estudo, apenas nas
mulheres do grupo caso, foram: t(11;18), t(2;12) e t(11;17), diferindo de Diedrich, et
al. (1983), que reportaram transloca¢des envolvendo alguns cromossomos como 1,
7 e 22, como sendo as mais frequentes nos casos de abortamento de repeticdo. No
entanto, neste estudo nenhuma das translocacfes identificadas envolveram tais
cromossomos. Por sua vez, os rearranjos entre os cromossomos 13, 14 e 15 séo
considerados as translocacdes robertsonianas mais comuns, tanto entre casais com
aborto recorrente, como na populacdo em geral; entretanto, a observada no nosso
estudo foi a rob (14;21) (FRYNS et al., 1998).

No presente estudo, a frequéncia de translocacdes no grupo das mulheres
com perdas gestacionais foi 2,6%, ndo sendo detectadas no grupo dos homens.
Conforme a literatura, 3 a 5% dos casais com aborto recorrente portam uma
translocacdo cromossdmica em que as mulheres sdo duas vezes mais afetadas que
os homens. Uma possivel explicacdo para esses achados é que os homens
portadores de uma translocacao reciproca podem ter fertilidade reduzida, decorrente
de espermatozoéides ndo balanceados produzidos pela translocacdo cromossémica,
e sequer engravidam suas parceiras (FRYNS et al., 1998).

A frequéncia aumentada de translocacdo reciproca nos casais com
abortamento de repeticdo é um achado esperado, uma vez que portadores de uma
translocagdo tém risco maior, 50% ou mais, de ter um desequilibrio cromossémico
durante a gametogénese, em razdo da segrega¢do meidtica desigual decorrente da
translocacdo. A identificacdo de uma translocacdo ndo é apenas um diagndstico
importante, mas tem também valor prognéstico para as gestagfes futuras e

aconselhamento genético (CELEP et al., 2006).
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As inversdes sao alteracdes estruturais encontradas em frequéncia baixa nos
casais com abortamento de repeticdo. Saxena e cols. (2012) investigaram 200
casais e a frequéncia encontrada foi de 0,4%; no presente estudo, observou-se
apenas a inversdao do cromossomo 18 no grupo dos pais (1,1%). As inversoes
podem contribuir para infertilidade e abortamentos, uma vez que, na meiose, forma-
se uma alca para que o cromossomo invertido possa parear com o seu homologo.
Quando ha crossing-over dentro da alca de inversdo, pode ocorrer delecdo ou
duplicacdo de segmentos cromossémicos. Assim, individuos com inversao podem
formar gametas ndo balanceados e, consequentemente, apresentarem chances
maiores de fetos ndo viaveis (HONEYWELL et al., 2012; MALUF et al., 2012).

A frequéncia das alteragcdes cromossémicas foi menor no grupo de mulheres
com idade acima de 35 anos (4,4%) em relacdo as mulheres com idade > 30 < 35,
cuja frequéncia foi de 11,2%. A associacdo entre alteracdes cromossdmicas e a
idade materna é controversa. Segundo Elghezal e cols. (2007), mulheres com mais
de 35 anos terdo mais abortos, provavelmente como resultado de nao disjuncéo
cromossOmica do que de outras anormalidades cromossomicas e em decorréncia da
influéncia de outros fatores relacionados as perdas gestacionais.

Grande e cols. (2012) investigaram 353 mulheres com aborto esporadico e
recorrente e constataram que a frequéncia de aneuploidias em ambos os grupos
aumentou com a idade materna, sendo 54% (83/153) para as mulheres abaixo de 35
anos e 74% (147/200) para as mulheres com 35 anos ou mais (P= 0,001). Ja
Stephenson e cols. (2002) ndo encontraram correlacdo entre a frequéncia de
aneuploidias e a idade materna.

A inversao pericéntrica do cromossomo 9, inv(9), que € a alteracdo estrutural

mais comum, com incidéncia de 1 a 3% na populagdo em geral, é considerada um



61

polimorfismo normal, pois geralmente ndo apresenta efeitos fenotipicos. A regiao
invertida contém apenas o centrdbmero e heterocromatina centromérica, por isso
raramente resulta em cromossomos aberrantes depois do crossing-over (DANA et
al., 2012). Entretanto, alguns autores questionam que suas consequéncias clinicas
nao sdo bem determinadas. Observou-se apenas um caso no grupo das maes
(0,6%) e trés casos nos controles (3%), concordando com Ozawa et al. (2008), que
encontraram nos casos 0,6% de alterac6es no cromossomo 9.

Outra variacdo considerada normal encontrada foi a regido g dos
cromossomos 9 e 16 com heterocromatina aumentada (gh+). Foram descritos cinco
casos (3,3%) no grupo das maes — trés envolvendo o cromossomo 9 e dois o
cromossomo 16 — e seis casos (6,4%) no grupo dos pais, todos envolvendo o
cromossomo 9. No entanto, alteracdes semelhantes ndo foram descritas nos
controles. No estudo de Celep e cols. (2006), a frequéncia encontrada de gh+ do
cromossomo 9 foi de 13,3%, que pode néo ter efeito na etiologia dos abortos porque
esta regido é constituida de heterocromatina e ndo contém genes ativos (CELEP et
al., 2012).

Os casais com antecedentes de perdas gestacionais trazem consigo uma
expectativa natural quanto a elucidacdo das causas. O fato de, em metade dos
casos, nao ser possivel identificar as causas ligadas as perdas merece um suporte
emocional adicional e o encorajamento para tentativas novas. Por outro lado, a
continuidade das investigacdes para o tdo esperado éxito gestacional aponta para o
nivel génico, também abordado neste trabalho (SIMPSON et al., 2007; CAO et al.,

2013).
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8.2 Polimorfismos no gene  MTHFR677C>T, no gene Fator V 1691 G> A e no
gene Protrombina 20210G>A.

E controversa a associagdo entre o polimorfismo MTHFR 677C>T e abortos
recorrentes. Govindaiah e cols. (2009) e Couto e cols. (2005) encontraram um risco
de 2,3 e 3,1, respectivamente, para a ocorréncia de abortos em individuos com esse
polimorfismo, quando comparado ao grupo controle. No entanto, no presente estudo,
nao se encontraram diferencas estatisticamente significantes para a frequéncia do
alelo mutante (T) do polimorfismo MTHFR 677C>T entre as pacientes (23,0%) e os
controles (22,5%). Montserrat e cols. (2012) e Machin e cols. (2009) também né&o
encontraram diferenca para o alelo mutante (T) entre casos e controles.

As frequéncias da mutacdo MTHFR 677C>T observadas para o grupo de
mulheres com abortamento recorrente foram de 37,2% para o genoétipo heterozigoto
(CT) e 4,4% para os homozigotos mutantes (TT). Estes achados concordam com 0s
observados no estudo populacional de Couto et al. (2004), que investigaram 843
recém-nascidos em Salvador/Bahia e encontraram frequéncia alélica de 23,4% para
o alelo T, sendo 36,2% dos individuos heterozigotos e 5,3% homozigotos mutantes.
No entanto, essas frequéncias diferem das observadas no trabalho de Couto et al.
(2005), que avaliaram 88 mulheres em S&o Paulo com abortamento recorrente e
encontraram 53% e 13,6% dos gendtipos heterozigotos e homozigotos mutantes,
respectivamente. Na Colémbia, Cardona e cols. (2008) investigaram 93 mulheres
com perdas gestacionais e encontraram 46,2% de heterozigotos e 12,9% de
homozigotos mutantes. Essa diferenca pode estar relacionada a variagdo mundial

desse polimorfismo nas diferentes populacdes, uma vez que é mais frequente em
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caucasoides que em afro-descentes, grupo dominante na populacdo de Salvador
(MONTSERRAT et al., 2012).

A distribuicdo da frequéncia do polimorfismo MTHFR 677C>T apresenta
variabilidade étnica e geografica elevada em todo o mundo. A prevaléncia do
genaotipo homozigoto mutante (TT) varia em torno de 1% em populacdes negras dos
Estados Unidos, Africa subsaariana e da América do Sul e 20% em hispano-
americanos, colombianos e amerindios brasileiros (SHARP et al., 2004). No Brasil,
a frequéncia do genotipo TT varia de 2,7 a 17,5%, e a frequéncia do alelo T
encontra-se entre 19% e 38% (FERNANDES et al., 2012).

Segundo Rai e cols. (2006), a heterozigose para a mutagdo MTHFR677C>T
nao € considerada um fator de risco independente para trombose, uma vez que
niveis elevados de homocisteina, considerados como fator de risco importante para
a ocorréncia de abortos, estdo elevados, principalmente, nos individuos homozigotos
mutantes (TT). A frequéncia diminuida do genétipo homozigoto mutante (TT) no
grupo com perdas fetais, pode explicar a ndo associagédo desse polimorfismo com a
patogénese das perdas fetais.

A investigacdo ndo demonstrou diferencga estatisticamente significante para as
frequéncias alélicas do polimorfismo Fator V 1691G> A, quando comparadas aos
grupos casos e controles (p= 0,491). As pacientes apresentaram frequéncia alélica
de 1,5% para o alelo mutante A, sendo 2,9% dos individuos heterozigotos e 0%
homozigotos mutante. Os controles apresentaram frequéncia alélica de 1%.

No presente estudo, ndo se encontrou associacdo entre o polimorfismo
protrombina 20210G>A e perdas recorrentes quando comparados casos e controles

(RP= 1,04). As pacientes apresentaram frequéncia alélica de 1,4% para o alelo
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mutante A, sendo 2,9% dos individuos heterozigotos e 0% homozigotos mutante.
Entre os controles néo foi observado o alelo mutante A.

Estes achados corroboram com os trabalhos de Serrano et al. (2011) e Mierla
et al. (2012), que também encontraram prevaléncia similar entre casos e controles
para os polimorfismos 1691G>A e 20210G>A. Por outro lado, Settin e cols. (2011)
reportaram aumento na prevaléncia desses polimorfismos em mulheres com aborto
recorrente quando comparadas com o0s controles. Esses resultados diferentes
podem ser decorrentes de aspectos metodolégicos, como inclusdo de participantes
com outras possiveis causas nao identificadas e falta de estratificacdo dos casos por
etnia.

Os estudos que encontraram associagcado entre as mutag¢des Fator V1691G>
A e Protrombina 20210G>A e aborto recorrente verificaram as seguintes frequéncias
de heterozigotos em casos e controles, respectivamente: para o Fator V Leiden,
23,6%/1,3% e protrombina 34,7%/1,4% (SETTIN et al., 2011); para do Fator V
Leiden, 19%/4% e protrombina 9%/2% (FOCA et al., 2000). A taxa elevada de
heterozigotos € encontrada na Europa, em que a mutagdo € extremamente rara,
com menos de 1%, em asiéticos, africanos e seus descendentes. No Brasil, as duas
mutacdes estao presentes em cerca de 2% da populagdo com influéncia caucasiana
(GOLDMAN et al., 2003; ROSENDAAL et al., 1998). Como a populacdo de Salvador
tem um componente genético negroide, esse fato pode justificar a frequéncia
diminuida desse polimorfismo na populacdo e a ndo associacdo com 0S
abortamentos recorrentes no presente estudo.

E controversa a associacdo entre o polimorfismo Fator V 1691G>A e o
polimorfismo Protrombina 20210G>A e abortos recorrentes. Os estudos sugerem a

prevaléncia elevada para o polimorfismo Fator V 691G>A em mulheres com perdas
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recorrentes no primeiro e segundo trimestre de gestacdo, enquanto o polimorfismo
Protrombina 20210G>A teria sido identificado como fator de risco para perda
recorrente, principalmente no primeiro trimestre (MARTINELE et al., 2000;
KUJOVICH, 2011). O mecanismo pelo qual as trombofilias afetam as perdas
recorrentes ndo é bem conhecido. No entanto, alguns estudos tém descrito a
associacao entre trombofilia hereditaria e 0 aumento de complicacdes da gravidez,
como pré-eclampsia, infarto da placenta, diminuicdo do crescimento fetal, natimortos
e deslocamento prematuro de placenta (YENICESU et al., 2009; GRANDONE, et
al., 2001).

Van e cols. (2008) encontraram prevaléncia elevada de heterozigotos para a
mutacédo fator V 1691G>A em mulheres com perda recorrente, em comparagao com
0s controles, sugerindo risco de 2 a 5 vezes maior. No estudo de Biron e cols.
(2009), foi constatado que mulheres homozigotas tinham risco 5 vezes maior de ter
perda fetal no segundo trimestre do que as mulheres heterozigotas e um risco 11
vezes maior do que as mulheres sem a mutagéao.

A frequéncia das mutagcbes MTHFR 677C>T, Fator V 1691G>A e Protrombina
2021G>A foi maior no grupo das mulheres com idade acima de 31 anos. No entanto,
nao mostrou diferenca significante quando comparada com o grupo de mulheres
com idade < 30 anos, concordando com a literatura, que afirma que pequenas
delecbes ndo mostram efeito importante relacionado com a idade e ocorre com
frequéncia aproximadamente igual em homens e mulheres. Porém, as mutacdes de
substituicdo de base sdo mais comuns em homens do que em mulheres, e a sua
frequéncia aumenta com a idade paterna, o que pode ser explicado pelo niumero
maior de divisdes celulares pré-meibticas em homens, especialmente os mais velhos

(CROW, 2006; GOVINDAIAH et al., 2009).
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No presente estudo, ndo se encontrou associacao entre 0 niumero de abortos
e as mutacbes MTHFR 677C>T, Fator V 1691G>A e Protrombina 2021G>A (p=
0,098, 0,504 e 0,111). Discordando de Settin e cols. (2011), que avaliaram 72
mulheres no Egito, as que apresentaram as mutacdes Fator V 1691G>A e
Protrombina 2021G>A tiveram o dobro de risco de ter aborto recorrente. Segundo
Unfried e cols. (2002), as mulheres homozigotas mutantes para MTHFR 677C>T em
Viena apresentaram risco 3,7 maior de terem aborto recorrente. No entanto, Mierla e
cols. (2012) também ndo encontraram associacdo entre as mutacdes Fator V
1691G-A e Protrombina 2021G-A e aborto recorrente (RP= 0,64 e 0,52)
respectivamente, na Roménia. Machin et al. (2009) n&o encontraram associacao
entre a mutagdo MTHFR 677C>T e aborto recorrente, na Venezuela (p > 0,05).
Segundo Machin e cols. (2009), os individuos homozigotos estdo associados a um
risco maior de terem aborto recorrente.

Entre as mulheres que apresentaram gendétipo mutante para o0s
polimorfismos MTHFR 677C>T , Fator V 1691G>A e protrombina 2021G>A, apenas
5,3% das que apresentaram a mutacao 677C>T tiveram alteracdo cromossOmica.
Segundo a literatura, algumas alteragbes cromossomicas, em particular as que se
originam de quebras cromossOmicas, podem resultar em mutagcdes génicas.
Delecbes e insergdes grandes, por exemplo, contribuem com, aproximadamente, 5 a
6% das mutagOes patogénicas conhecidas. No entanto, estima-se que as mutacoes
cromossOmicas sejam menos frequentes que as gendmicas, ocorrendo a uma taxa
aproximada de um rearranjo por 1.700 divisbes celulares (YOUNG, 2007,

GRIFFITHS et al., 1998).
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9 CONCLUSAO

Foi observada associacdo entre alteracbes cromossdmicas e aborto
recorrente no primeiro trimestre da gestacdo no grupo de mulheres estudado.
Mulheres com altera¢cdes cromossdmicas tiveram um risco 7,7 vezes maior de ter
aborto de repeticdo, com frequéncia de 7,3% nos casos e 1% nos controles.

As principais alteracdes cromossomicas encontradas foram mosaicismo do
cromossomo X (4,7%), seguido pelas translocacdes reciprocas (2%).

A frequéncia das alteracdes cromossdmicas foi maior nas mulheres com
aborto recorrente (7,3%) do que nos respectivos parceiros (2,1%), (p=0,896).

N&o foi observada associacao entre os polimorfismos MTHFR 677C<T, Fator
V 1691G<A e Protrombina 20210G<A e aborto recorrente no primeiro trimestre da

gestacao.
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APENDICE A

Entrevista para coleta de dados epidemiologicos

NUMERO DO QUESTIONARIO

[I-DADOS PESSOAIS

Data
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Estado civil

( 0) solteiro

(1) casada ou unido estavel
(2) separada

(3) outros

11-DADOS SOCIOECONOMICOS

Qual a sua renda mensal em salarios minimos?
(0) Nao trabalha (9) Nao sabe

Grau de instrucéo:
— Analfabeto
— 1. grau incompleto
— 1. grau completo
— 2. grau incompleto
- 2. grau completo
— Superior

Ocupacao atual:

(0) desempregada (9) Nao tem

1I-HABITOS DE VIDA

Quantas refei¢cdes vocé faz por dia?
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Consumo de alcool:
(0) nédo (1)sim () quantas vezes por semana

Consumo de café:
(0) néo (1) sim ( ) quantas vezes por dia

“Consumo de cigarro:
(0) nédo (1)sim ( ) quantos por dia

Uso de medicamento:

(0) nédo (1)sim
QUL e e
'IV- QUANTIDADE DE ABORTOS ( )
a) Ja apresentou algum tipo de trombose? Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe (
)

POLIMORFISMOS

() fator Vde Leiden (G1691A )
() protrombina (G20210A)

() metilenotetrahidrofolato redutase C677T
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Para a (0)s pacientes

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario da pesquisa intitulada
BIOMARCADORES ASSOCIADOS A PERDAS FETAIS RECORRENTE S E MOLA
HIDATIFORME , em pesquisas realizadas no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz —
FIOCRUZ - BA.

A sua participacdo € totalmente voluntaria e gratuita, podendo ser retirada a
qualquer momento, ndo resultando em punigdes.

Este trabalho tem como objetivo avaliar fatores de risco associados a_perdas
gestacionais _de repeticdo e doenca trofoblastica a estacional _(mola
hidatiforme), analisando_substancias do sangue. Ser ao identificadas doencas
como: anemias, alteracfes de coaqulacdo e deficiénc _ ias nutricionais gque
possam levar a disturbios no desenvolvimento do fet 0.

Os registros da sua participacdo serdo mantidos confidencialmente, sendo do
conhecimento apenas da equipe participante do projeto e do médico que o
acompanha. As amostras coletadas serdo identificadas por cédigo, bem como os
dados individuais dos exames e testes, que serdo do conhecimento somente dos
pesquisadores envolvidos na pesquisa. Desta forma, a sua identidade serda mantida
em segredo e nenhum outro grupo tera acesso as informacoes coletadas, tais como
seguradoras, empregadores ou superiores, de acordo com a resolugdo CNS
340/2004. A mesma aprova as Diretrizes para Analise Etica e Tramitagdo dos
Projetos de Pesquisa da Area Temaética Especial de Genética Humana.

Solicitamos a sua autorizacdo para que as amostras colhidas sejam armazenadas. E
se necessario estudos futuros seja respeitado_o item 1.3 da resolucdo 347/05:
“Declara que toda nova pesquisa a ser feita com o material ser4 submetida para aprovacao
do CEP da instituicdo e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-
CONEP” e sigam 0s aspectos éticos determinados nas resolu¢des 196/96 e 347/05
do Conselho Nacional de Saude.

Comunicamos que o sangue sera colhido do braco, o que podera acarretar em
riscos e desconfortos, como sangramento e dor. Entretanto, a coleta de sangue sera
realizada por pessoal habilitado e especializado, visando diminuir esses riscos. A
realizacdo de coletas adicionais dependerd do médico e estard relacionada,
simplesmente, ao acompanhamento clinico e a sua avaliagdo periodica.

A participacdo no estudo trard o beneficio imediato, uma vez que todos o0s
resultados de todas as avaliacbes e que correspondem a investigacbes das
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principais moléculas associadas a ocorréncia de perdas fetais e mola hidatiforme
serdo investigadas e disponibilizadas para o médico que te avalia regularmente.

Assinatura do Paciente/ ou controle

Data [

Nome do Paciente/ ou controle (letra de forma):

Enderego

Nome Testemunha 1:

RG

Nome Testemunha 2:

RG

Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso vVocé necessite de
maiores esclarecimentos:

Marcelo Ramos- Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do Centro de
Pesquisa Gongalo Moniz — FIOCRUZ. Fone (71) 3176-2285.

Comité de Etica em Pesquisa- Maternidade Climério de Oliveira/UFBA. Rua Augusto
Viana S/N Canela, Hospital Universitario Professor Edgar Santos, 1. andar. 3283-
8043.

Dra Marilda de Souza Goncalves - Coordenadora do projeto - Laboratério de
Pesquisa em Anemias da Faculdade de Farméacia/lUFBA e Laboratério de Patologia
e Biologia Molecular do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ. Fone (71)
3176-2226.

Dr2 Olivia Lucia Nunes Costa no “Ambulatério de Aborto Habitual”, na Maternidade
Publica Climério de Oliveira, Universidade Federal da Bahia.
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APENDICE B

Chromosomal abnormalities in recurrent first-trimes ter miscarriages.
Artigo aceito pela revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia.

Em 02/12/2013, RBGO 1663.

Informamos que seu artigo “Chromosomal abnormalities in couples with
recurrent first trimester abortions”, sera publicado no Fasciculo 3 do Volume 36
da Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia.

Atenciosamente,

Jurandyr Moreira de Andrade

Editor Cientifico da RBGO
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RESUMO

OBJETIVO: Foi realizado um estudo caso controle para determinar a prevaléncia de
alteracdes cromossbmicas em casais com aborto recorrente de primeiro trimestre,
sem causa definida.

Métodos: A populacdo do estudo incluiu 151 mulheres e 94 parceiros com historia
obstétrica de dois ou mais abortos consecutivos de primeiro trimestre (1-12 semanas
de gestacdo). Os controles foram 100 mulheres saudaveis, sem historico de perda
da gravidez. A analise cromossomica foi realizada em linfécitos de sangue periférico,
cultivados 72 horas e tratados com a técnica tripsina-Giemsa (GTG banda). Em
todos os casos, foram analisadas 30 metafases e montados dois caribtipos,
utilizando microscopia de luz. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t
de Student para dados com distribuicdo normal e o teste Mann-Whitney para os
dados ndo paramétricos. Foi usado o teste Kruskal-Wallis ou analise de variancia
para comparar os valores médios entre trés ou mais grupos. O software utilizado foi
0 SPSS 17.0.

Resultados: A frequéncia de alteraces cromossomicas das mulheres com aborto
recorrente foi de 7,3%, incluindo 4,7% com mosaicismo do cromossomo X, 2% com
translocacdes reciprocas e 0,6% com translocacdes Robertsonianas. No total, 2,1%
dos parceiros das mulheres com AR tinham anormalidades cromossdémicas, sendo
1% com mosaicismo do cromossomo X e 1% com inversdes. Entre os controles, 1%
teve mosaicismo.

Concluséo: No presente estudo foi observada associacdo entre alteracoes
cromossOmicas e aborto recorrente no primeiro trimestre da gestagdo (OR=7,7 (IC

95% 1,29-170,5). A identificacdo etiologica de fatores genéticos é uma informacéo
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clinica importante para o aconselhamento genético e orientacdo do casal quanto ao
risco para gestacdes futuras, bem como diminui 0 nimero de investigacdes para
elucidar as possiveis causas dos abortamentos.

Palavras-chave : aborto recorrente, anormalidades cromossomicas, translocactes

reciprocas.

ABSTRACT
Objective: One case-control study was conducted to investigate the prevalence of
chromosomal abnormalities in couples with two or more recurrent first trimester

miscarriages, unknown cause.

Methods : The study population included 151 women and 94 partners who had an
obstetrical history of two or more consecutive first-trimester abortions (1-12 gestation
weeks). The controls were 100 healthy women without a history of pregnancy loss.
Chromosomal analysis was performed on lymphocytes from peripheral blood,
cultured for 72 hours, using Trypsin-Giemsa (GTG) banding. In all cases at least 30
metaphases were analyzed and two karyotypes were prepared, using light
microscopy.

The statistical analysis was performed using the Student t-test for normally
distributed data and the Mann-Whitney test for non-parametric data. The Kruskal-
Wallis test or ANOVA was used to compare the mean values between three or more
groups.

The software used was SPSS 17.0.
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Results: The frequency of chromosomal abnormalities in women with recurrent
miscarriages was 7.3%, including 4.7% with X-chromosome mosaicism, 2% with
reciprocal translocations and 0.6% with Robertsonian translocations. In total, 2.1% of
the partners of women with recurrent miscarriages had chromosomal abnormalities,
including 1% with X-chromosome mosaicism and 1% with inversions. Among the
controls, 1% had mosaicism.

Conclusion : In the present study was observed association between chromosomal
abnormalities and recurrent miscarriage in the first trimester of pregnancy (OR = 7.7
(95% CI 1.29 to 170.5). Etiologic identification of genetic factors is an important
clinical information for genetic counseling and orientation of the couple on the risk for
future pregnancies and decreases the number of investigations to elucidate the
possible causes of miscarriages.

Key words : recurrent miscarriages, chromosomal abnormalities, reciprocal

translocations.
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INTRODUCTION

Alteracdes cromossomicas em casais com aborto recor rente de
primeiro trimestre.

Chromosomal abnormalities in couples with recurrent first trimester
abortions.

Recurrent miscarriage is usually defined as the occurrence of three or more
consecutive pregnancy losses before 20 weeks of gestation or the loss of three
consecutive fetuses of less than 500 g in weight® 2. Recurrent spontaneous abortion
(RSA) is a condition that occurs in 2—5% of couples 3 4.

Abortion is considered a multifactorial problem, with different causes involved
in its etiology, including environmental, genetic, anatomical, endocrine,
immunological thrombophilic and infectious diseases >*.

It has been reported that 50% of spontaneously aborted fetuses have
chromosomal abnormalities®. The majority of such abnormalities are due to
chromosomal non-disjunction or mutation. However, unbalanced translocations
account for approximately 1% of spontaneous miscarriages. In such cases, a
parental carrier of a structural chromosome rearrangement, most commonly a
reciprocal or Robertsonian translocation has often been identified”> 8. In
approximately 3-5% of couples with recurrent miscarriage, one of the partners is
affected by a chromosomal translocation, as opposed to 0.2% in the normal
population. This may repeatedly produce an unbalanced gamete, resulting in the

recurrence of spontaneous miscarriage %10 11,
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METHODS

One case-control study was conducted to investigate association between
Idiopathic recurrent miscarriages and chromosomal abnormalities. Miscarriage
diagnosis was based on clinical history and clinical examination. The study
population included 151 women and 94 partners who had an obstetrical history of
two or more consecutive first-trimester abortions (1-12 gestation weeks) who
completed a systematic examinations at routine consultation to miscarriage, such as
tests for abnormal chromosomes, endocrine abnormalities and uterine anomalies.
Study subjects were recruited between January 2011 and July 2012, from four
health centers in Salvador, Bahia, Brazil, which operate a comprehensive medical
and health program for pregnant women. We excluded women with two miscarriages
with different partners, with a living children, women who were over 40 years of age
and suffering from a disease associated with gestational failure such as
hypertension, infections, uterine anomalies, antiphospholipid syndrome, inherited
thrombophilia, hypothyroidism and diabetes mellitus. The controls were 100 healthy
women who gave birth in the Maternity Climério de Oliveira (MCO), with no history of
abortion, with up to 40 years and with at least one living child. She were screened in
the infirmary of the MCO in consultation with the medical records and interview.

A questionnaire was administered to all subjects to collect the demographic,
lifestyle (consumption of alcohol, coffee, cigarettes and drugs), family history and
work environment data. All participating subjects personally provided their consent to

participate in the study.
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Chromosome preparations

Chromosomes from cultured peripheral blood lymphocytes were analyzed
using Trypsin-Giemsa (GTG) banding: 5 mL peripheric blood samples was taken to
heparinized injectors for karyotyping. Peripheral blood lymphocytes were stimulated
with fitohemaglutinina (0,1 ml) and cultured for 72 h at 37<C, in RPMI 1640 medium.
Colchicine was added at 16 pg/ml to the cultures 1 h before harvesting. Slides were
prepared after hypotonic treatment of the cells with KCI (0.075 M) followed by
fixation in methanol/glacial acetic acid (3/1 vol/vol). A concentrated suspension of
the cells was dropped on slides, which were aged in the incubator at 37 ° C for
three days and then stained with the G-banding technique. In all cases at least 30
metaphases were analyzed and two karyotypes were prepared, using light
microscopy. In cases of suspected mosaicism, 50 cells were counted. All of the

metaphases were examined for gross structural or numerical cytogenetic anomalies.

Statistical Analysis

The distribution of quantitative variables was determined using the Kolmogorov-
Smirnov test. The means of the quantitative variables between the two groups were
compared using the Student t-test for normally distributed data and the Mann-
Whitney test for non-parametric data. The Kruskal-Wallis test or ANOVA was used to
compare the mean values between three or more groups. A bivariate correlation
analysis was performed to determine the correlations between the pairs of variables
using Pearson's test and Spearman's test. All tests were considered significant if the
P value was less than 0.05. We used SPSS 17.0 for the analyses.

Ethical Standards



93

The study was approved by the research ethics committee of Maternity
Climério of Oliveira under resolution 010/2010. The protocol and procedures
presented in the project are in accordance with the ethical standards of the
responsible committee on human subjects and the Helsinki Declaration of 1964, as

revised in 2008.

RESULTS

The women in this study had a mean age of 32.1 (x 4.3) years, ranging
between 19 and 40 years. In the control group, the mean age was 25.8 (£ 6.5) with a
range from 16 to 40 years. The mean number of abortion cases were 2.8 + 1.0,
ranging from two to sete. It was observed higher frequency of subjects in the group
with two abortions 47.6%, followed by the group with three abortions 37.7% (Table
1).

Women with recurrent miscarriage ages were categorized into three groups: <
30 years > 30 < 35 years> 35 years. We observed a higher frequency (11.2%; 8/72)
of chromosomal abnormalities in the group of women with age between 30 and 35
years, compared to women under 30 years (3.6%; 2/56). However, no association
was observed between maternal age and the frequency of chromosomal
abnormalities (p = 0.36).

Of the 151 patients with a history of recurrent miscarriage, only 46 (30.5%)
provided data regarding their lifestyle habits. Of these 46, 25 (54.3%) drank alcoholic

beverage (once or twice per month); 35 (76%) drank coffee and only two (4.3%) were
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smokers (smoked 1 or 2 cigarettes per day). Of the 96 women in the control group,
42 (43.7%) reported that they consumed drank alcoholic beverage (once or twice per
month); 83 (86.4%) drank coffee and 11 (11.4%) were smokers (smoked 1 or 2
cigarettes per day). None of the habits showed a statistically significant difference
when compared with the controls (p=0.15, p=0.18 and p=0.15) (Table 2).

The frequency of chromosomal abnormalities was more prevalent in the
women with pregnancy loss (7.3%) than in the controls (1%), (Table3). An
association was observed between chromosomal abnormalities and recurring losses
in the first trimester OR=7,7 (IC 95% 1,29-170,5).

Among the women with pregnancy loss, we identified seven cases (4.7%) of X
-chromosome mosaicism: three (46, XX/47, xxx/45, X), two (46, XX/47, xxx), one (46,
XX | 49xxxxx) and one (46, xx/49, xxxxx/45, Xx); three cases (2%) of reciprocal
translocations: [t (11; 18), t (2; 12) e t(11, 17)] and one case (0.6%) of Robertsonian
translocation (14, 21) (Table 3). However, no significant difference between the
numerical and structural changes was found (p=0.10). We found that 2.1% of the
partners had chromosomal abnormalities (one case of X-chromosome mosaicism
and other inversions (18) q10), and in the controls, one case of X-chromosome
mosaicism was found (Table 3).

In addition, an extra G-band was detected in five cases in the group of women
with pregnancy loss (three cases of 9gh+ and two cases of 16gh+) and in six cases
of 9gh+ in the group of fathers. Pericentric inversion of chromosome 9 was observed
in one woman with recurrent miscarriages and in three cases in the controls. This
inversion was considered a normal variant in the population. One patient had a

chromosome 21 with the rod increased satellite (Table 4).
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DISCUSSION

In the present study, we found statistically significant differences for
chromosomal aberrations (CA) when comparing 151 women with abortions (7.3%) to
100 controls (1%) (p=0.02). This frequency of CA was similar to that observed in
other reports by Pal et al. (2009) and Kiss et al. (2009) (8.9% and 9.3%),
respectively. However, Celep et al. (2006) and Ozawa et al. (2008) reported that the
frequencies of CA were lower, 3.8% and 4.9%, respectively. A review of the literature
showed that in 4.7% to 12.5% of couples with at least two miscarriages, one partner
carries a chromosomal alteration 4 815 Many studies attribute this variability to
differences in the sample size and variations in the criteria for selection of the
individuals, such as the number of abortions and the exclusion of those with defined
etiology. Our findings could be due to our stringent case selection of women with
early abortions with unidentified cause.

Chromosomal abnormalities were found in 11 women with pregnancy loss,
including mosaicism in the X-chromosome in seven cases (63.7%), reciprocal
translocations in three cases (27.3%) and Robertsonian translocation in one case
(9%). The frequency of X-chromosome mosaicism was higher than that found in
previous reports, where it has been reported to be between 0-30% of cases.

However, similar results were found by Kiss et al.,, (2009) and Pal et al.,
(2009), who reported X-chromosome mosaicism in 50% and 48% of the cases,
respectively. This finding is likely related to the type of sample selected and the
number of metaphases analyzed. In our study, we analyzed 30 cells, but most other
studies have investigated 15 to 20 cells. According to the literature, the greater the
number of metaphases analyzed, the greater the chance of detecting mosaicism of

lesser degree.
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It has been related that approximately 3% of infertile males and 5-10% of
those with oligospermia or azoospermia had mosaic Klinefelter syndrome 8.

In the present study, we found four cases of translocations in women with
recurrent miscarriages: t(11;18), t(2;12), t(11;17) and one Robertsonian translocation
(14;21). The translocations were more common in women (2.6%) compared to men
(0%), which has also been reported by other authors. According to some authors, as
male carriers of translocations have reduced fertility, chromosomal abnormalities in
the female partner are a more common finding in couples with recurrent miscarriages
8. The significant increase in reciprocal translocation in couples with reproductive
failure is an expected finding because the carriers of reciprocal translocation have a
significantly increased risk of chromosomal imbalance (partial chromosomal
duplication/deficiency) during gametogenesis due to unequal meiotic segregation of
the balanced translocation 3 17: 18,

It has been reported that the crossing over that occurs during meiotic division
may lead to deletion or duplication of a chromosome segment in pericentric inversion.
One case of pericentric inversion (in chromosome 18) was found in a male patient.
The length of the inverted segment of the carrier patients seems to be a decisive
factor determining the effects of a pericentric inversion in the progeny. Indeed,
genetically unbalanced gametes have a greater chance of arising from a large rather
than a small inversion in the meiotic loop 1°.

The most frequent pericentric inversion in the general human population is inv
(9). This inversion is usually a normal polymorphism, however, its clinical
consequences remain unclear 2% 21, In addition, the additional G (+) band in the

cases of 9gh+ and 16gh+ are not believed to be an etiological cause of abortion
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because these bands are in the heterochromatin blocks, which contain no active
genes 3,

The frequency of chromosomal abnormalities was higher in women with
recurrent miscarriages (7.3%) than in men (2.1%), but it showed no significant
difference (p = 0.89). The major chromosomal abnormalities found were X-
chromosome mosaicism (4.7%), followed by reciprocal translocations (2%).

An association was observed between chromosomal abnormalities and

recurring abortions in the first trimester in the group of women studied. These data

confirm that chromosomal studies in couples with recurrent abortion are an important
and necessary part of the etiological investigations. Some studies have been
performed in other regions of Brazil, but this is the first in Salvador, Bahia.
Chromosome abnormalities are identified in approximately 50% of all first
trimester spontaneous abortions. The estimate of frequency of second trimester
chromosomal abnormalities is 15%22. In an attempt to obtain a homogeneous
sample, we included in our study only idiopathic recurrent first trimester abortions.
Which reduced the sample size, preventing an analysis of potential confounding and

interaction of covariates smoking, alcohol and coffee.
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TABLES

Table 1. Number of abortions of women with history of losses
recurrent pregnancy.

N.abortions N.of patients %
2 72 47.6%
3 57 37.7%
4 11 7.2%
5 6 3.9%
6 4 2.6%
7 1 0.6%
Total 151 100%

100

Table 2 Epidemiological data of women with recurrent miscarriage and controls.

Data Cases Controls pvalue
Age 32.1 25.8 0.00
Mean abortions 2.8 1.8(children)
Smoker 11.4% 4.3% 0.15
alcoholic beverage 54.3% 43.7% 0.15
coffee 76% 86.4% 0.18
Mean meals / day 4.0 4.2
thrombosis 0% 0%
Use of medication Yes Not Yes Not

4.3% 95.7% 3% 97%
Education College H. school college H. school

30.4% 69.6% 9% 91%
* Racial Group white Black Mulatto white Black Mulatto

17.3% 11% 71.7% 16% 27% 57%

* According Krieger, et. al. 1965.
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Table 1. Chromosomal abnormalities in the group of women with recurrent pregnancy losses and
their partners and the controls.

INDIVIDUALS  Structural alterations/n Numerical alteration / n Total%
WOMEN 46,xxt(11;18) (g25;921) (1) 46,XX/147 ,xxx (2)
46,xxt (11;17) (1) 46,xXx/47 ,xxx/45,x (3)
46,xxt(2;12) (1) 46,xx/49,xxxxx/45,x (1)
45,xxrob (14;21) (q10g10) (1) 46,Xx/149,xxxxx (1)
Total 04 (2.6%) 07 (4.7%) 11(7.3%)
CONTROLS  ----- 46,xx/47 ,xxx (1) 01(1%)
MEN 46,xy inv(18)gq10 (1) 46,xy/47 xxy (1) 02(2.1%)
Table 2 .Normal variations in the structure of chromosomes in cases and controls
INDIVIDUALS NORMAL VARIANTS N. Total /%
WOMEN 46,XX inv (9p) 1
46,XX, 21pstk+ 1
46,xx, 9gh+ 3
46,XX, 16gh+ 2 7 (4.6%)
CONTROLS 46,XX inv (9p) 3 3 (3.0%)
MEN 46xy9gh+ 6 6 (6.4%)




