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RESUMO

Oliveira VM. Associagao entre a presenga de trombofilias adquiridas e hereditarias e a
ocorréncia de abortamentos recorrentes, perdas fetais em gestantes de alto risco. Campo
Grande; 2010. [Dissertagdo — Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul].

A presenca de trombofilias tem sido relacionada com a maioria dos eventos tromboticos
venosos maternos ¢ com complicagdes na gravidez. Para verificar se ha associagdo entre a
ocorréncia de abortamentos recorrentes e¢ perdas fetais com a presenca de trombofilias
hereditarias e adquiridas realizou-se estudo envolvendo 180 gestantes divididas em dois
grupos, grupo AB - gestantes com historico de abortamentos recorrentes e perdas fetais e
grupo CO - gestantes de comparacao, atendidas no ambulatério de Gestagao de Alto Risco da
Faculdade de Medicina Dr Hélio Mandeta da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(FAMED-UFMS). Foram rastreadas a presenca de trombofilias adquiridas através da
pesquisa de anticorpos anticardiolipina (aCL) IgM e IgG, anticoagulante lupico (AL) e anti-
B2 glicoproteina I (anti-B2GPI) e a presenca de trombofilias hereditarias através da pesquisa
de deficiéncias de proteina C (PC), proteina S (PS) e antitrombina (AT),
hiperhomocisteinemia e mutagdo do fator V (Leiden). Os exames para rastreamento destas
trombofilias foram realizados durante o pré-natal e ndo foram repetidos apos o puerpério. A
presenca de trombofilias hereditarias ou adquiridas de forma isolada foi encontrada em 50,0%
(50/100) das pacientes pertencentes ao grupo AB e em 31,3% (25/80) das gestantes
pertencentes ao grupo CO. As trombofilias hereditarias, ou adquiridas em conjunto, foram
observadas em 32,0% (32/100) das gestantes do grupo AB e em 26,3% (21/80) das gestantes
do grupo CO. Dentre as trombofilias adquiridas a mais frequente, entre as gestantes do grupo
AB e CO, foi o AL encontrado em 20,0% (20/100) e 16,3% (13/80) respectivamente. No
grupo AB a trombofilia hereditaria mais frequente foi a deficiéncia de PS encontrada em
31,0% (31/100) das gestantes enquanto, no grupo CO a mais frequente foi a deficiéncia de AT
em 17,5% (14/80). Concluiu-se que houve associacao positiva (p=0,0005) entre a presenga de
trombofilias hereditarias e adquiridas e a ocorréncia de abortamentos recorrentes e perdas
fetais.

Palavras Chaves: Trombofilias hereditarias e adquiridas; gestagdo; abortamentos recorrentes;
perdas fetais; complicagoes obstétricas



ABSTRACT

Oliveira VM. Association between the presence of acquired and inherited thrombophilia
and the occurrence of miscarriage, fetal loss in pregnant women at high risk. Campo
Grande; 2010 [Dissertation — Faculdade de Medicina Dr. Hélio Mandeta da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul]

The presence of thrombophilia has been associated with most maternal venous thrombotic
events and adverse complications of pregnancy. To check for association between the
occurrence of miscarriage, fetal loss with the presence of hereditary and acquired
thrombophilia study was performed involving 180 pregnant women divided into two groups,
group AB - women with a history of recurrent abortion and fetal loss and group CO - women
comparison, an Ambulatory of High Risk Pregnancy, School of Medicine Dr Hélio Mandeta
Federal University of Mato Grosso do Sul (FAMED-UFMS). Were traced to the presence of
acquired thrombophilia through research of anticardiolipin (aCL) IgM and IgG, lupus
anticoagulant (LA) and anti-B2 glycoprotein I (anti-B2GPI) and the presence of hereditary
thrombophilia through research deficiencies of protein C (PC), protein S (PS) and
antithrombin (AT), hyperhomocysteinemia and factor V mutation (Leiden). Tests for
thrombophilia screening of these were performed during the prenatal and were not repeated
after the puerperium. The presence of inherited or acquired thrombophilia in isolation was
found in 50.0% (50/100) of patients belonging to group AB and 31.3% (25/80) of pregnant
women belonging to the CO group. The hereditary thrombophilias or, acquired
simultaneously, were observed in 32.0% (32/100) of women in the group AB and 26.3%
(21/80) of women in the CO group. Of the acquired thrombophilias more common among
pregnant women in group AB and BC was the AL found in 20.0% (20/100) and 16.3%
(13/80) respectively. In group AB the most common hereditary thrombophilia was PS
deficiency found in 31.0% (31/100) of pregnant women while in group C met AT deficiency
in 17.5% (14/80). It was concluded that there is a positive association (p = 0.0005) between
the presence of hereditary and acquired thrombophilia and the occurrence of miscarriage and
fetal loss.

Keywords: hereditary and acquired thrombophilia, pregnancy, recurrent abortion, fetal loss,
obstetrical complications
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1 INTRODUCAO

Déa-se 0 nome de abortamento recorrente, a ocorréncia de trés ou mais abortamentos
clinicamente reconhecidos antes da 20° semana de gestacdo. Porém, a investigacdo clinica
deve ser iniciada ap6s dois abortamentos espontaneos consecutivos, principalmente, quando
ja havia sido identificado batimentos cardiacos fetais antes de qualquer abortamento, a
paciente possui idade superior a 35 anos, ou o casal possui dificuldade de conceber. Acomete
aproximadamente de 12% a 15% das gestagBes clinicamente diagnosticadas e afeta 2% da
populacdo em idade reprodutiva (COUTO et al, 2005; BEREK, 2005; MATTAR; CAMANO;
DAHER, 2003).

Perda fetal estd definida como todo Obito fetal intrauterino, ocorrido apés a 20°
semana de gestagdo, ou quando o feto possuia peso superior a 500 gramas (SCHUST; HILL,
2005; MEDEIROS, 2001).

Diversos autores divergem entre os fatores que levam a ocorréncia de abortos
recorrentes, ndo sendo possivel elucida-los em mais da metade dos casos. Entre as causas
propostas encontram-se: anormalidades anatbmicas, fatores endocrinos, infeccdes, fatores
imunoldgicos - incluindo os fatores associados a Sindrome do Anticorpo Antifosfolipide
(SAAF) - e fatores genéticos - incluindo os fatores trombéticos (BEREK, 2005; MATTAR;
CAMANO; DAHER, 2003).

Dentre as diversas causas, a mais estudada é a imunoldgica, onde estdo envolvidos 0s
aspectos autoimunes - produgdo de auto-anticorpos pelo sistema imunolégico materno - e
aspectos aloimunolégicos - falha na tolerancia aos antigenos feto-paternos e/ou na resposta
imunoldgica modulada e protetora (MATTAR ET AL, 2003).

Trombofilias denominam um conjunto de varias anomalias especificas, adquiridas, ou
hereditarias, as quais condicionam um estado de hipercoagulabilidade e maior risco de
trombose venosa aumentando em oito vezes o risco de complicagcdes obstétricas durante a
gestacdo e puerpério em mulheres portadoras, ndo se restringindo apenas a trombose venosa
profunda (TEV) (KRABBENDAM et al, 2005; MONGA; DOYLE, 2004; DUARTE et al,
2002).

A doenga tromboembdlica € a principal causa de mortalidade materna nos paises

desenvolvidos. A morte fetal in Utero, a restricdo de crescimento intrauterino (RCIU), a pre-
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eclampsia grave e de inicio precoce sdo causas importantes de morbi-mortalidade perinatal
(LIMA, 2006). No exame histolégico dos vasos utero-placentdrios e da arquitetura
intervilositéarias dessas gestacdes sao tipicos o aumento da deposicdo de fibrina, a trombose e
as alteragdes endoteliais e do trofoblasto associados a hipdxia. Estes achados sugerem que a
trombose da circulagdo Utero-placentéria estd implicada na fisiopatologia destes quadros
obstétricos (KUJOVICH, 2004; MONGA; DOYLE, 2004). Atualmente, a presenca de
trombofilias tém sido relacionada com a maioria dos eventos tromboticos venosos maternos e
com complicagdes adversas da gravidez.

Os trombofilicos estdo em constante risco de trombose, o que € demonstrado
bioquimicamente pelo aumento de trombina no plasma, mesmo durante os periodos
assintomaticos. Quase sempre nesses individuos é necessario um estimulo trombogénico para
iniciar o evento trombdtico. Outro aspecto interessante das trombofilias é a grande
variabilidade fenotipica, 0 que sugere uma complexa interacdo entre multiplos genes que
determina uma predisposi¢do hereditéria para a trombose. A existéncia de uma predisposi¢ao
para a trombose, mesmo quando mais de um gene esta afetado, é insuficiente para causar um
evento trombético clinico. Entretanto, um evento trombético atipico desproporcional a um
determinado estimulo reconhecido deve levantar sempre a suspeita de trombofilia. (LIMA,
2006).

As trombofilias hereditarias sdo a principal causa de tromboembolismo materno e
estdo associadas a um aumento de complicacbes na gravidez: perdas fetais no 2.° e 3.°
trimestres, deslocamento prematuro de placenta (DPP), RCIU grave e pré-eclampsia grave e
de inicio precoce. Todas as mulheres com estes antecedentes obstétricos graves e com
antecedentes de trombose venosa devem ser investigadas e excluidas da presenca de
trombofilias (KUJOVICH, 2004; MONGA; DOYLE, 2004; LOCKWOOD, 2002).

Sdo incluidas nas trombofilias hereditarias as deficiéncias de antitrombina (AT),
proteina C (PC) e proteina S (PS), mutagBes genéticas do fator V Leiden (FVL), gene
G20210A da protrombina e o gene C677T variante termoldbil da enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (DE SANTIS et al, 2006; ROBERTSON et al, 2006). As
trombofilias adquiridas mais comuns sdo devido aos anticorpos antifosfolipides (AAF), que
incluem o anticoagulante lGpico (AL) e os anticorpos anticardiolipina (aCL) (DE SANTIS et
al, 2006; ROBERTSON et al, 2006). A resisttncia a proteina C ativada e a

hiperhomocisteinemia sdo trombofilias derivadas da combinacdo de fatores hereditarios e
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adquiridos (HAEMOSTASIS AND TROMBOSIS TASK FORCE, BRITISH COMMITEE
FOR STANDARDS IN HAEMATOLOGY, 2001).

O abortamento recorrente e perdas fetais inexplicadas continuam sendo um problema
complexo que desafia a atuacdo de obstetras e ginecologistas. Tanto a padronizacdo da
avaliacdo clinico-laboratorial como a conduta nesta condicdo exige maior aperfeicoamento de
clinicos e pesquisadores envolvidos com a reproducdo humana. As mdltiplas causas
atualmente propostas, a incidéncia semelhante das causas provaveis entre populagdes de
pacientes com complicagdes obstétricas e com vida reprodutiva normal, o grande niumero de
casais que permanecem com causa nao-determinada, a grande repercusséo psicoldgica sobre o
casal que apresenta uma ou mais gestacdes interrompidas e a incerteza em relacdo ao sucesso
das medidas terapéuticas, quando essas sdo comparadas com o simples acompanhamento, sdo

fatores que confundem o nosso entendimento e exigem pronta investigacéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hemostasia e coagulacao

A hemostasia pode ser definida como o ponto de equilibrio entre a hemorragia e a
trombose, ou seja, o sangue deve correr de maneira fluida no sistema circulatério, nao
podendo deste modo extravasar, o que caracterizaria uma hemorragia, e ndo pode coagular o
que caracterizaria um trombo (SILVA; HASHIMOTO, 2006). Assim o organismo possui
mecanismos que inibem a formagdo de trombos ou o extravasamento sanguineo. Os
componentes do sistema hemostatico incluem as plaquetas, os vasos, as proteinas da
coagulagdo, os anticoagulantes naturais e o sistema de fibrinodlise.

Didaticamente pode-se dividir a hemostasia em primaria e secundaria. A resposta
primaria da hemostasia esta relacionada com o endotélio vascular e as plaquetas, pois estes
resultam na formagdo de trombo plaquetario transitorio. As proteinas da coagulagdo, os
anticoagulantes naturais e o sistema de fibrinolise sdo responsaveis pela resposta secundaria,
sendo aqueles responsaveis pela formacdo de fibrina, reforgando o trombo primario, esses
responsaveis pelo controle da formacdo de fibrina, e este, devera dissolver o trombo

gradualmente, a fim de restaurar o fluxo sanguineo normal. (FRANCO, 2004).

2.1.1 Coagulacao

Em 1964, Macfarlene e Davie; Ratnoff' apud Franco (2004, p. 740) propuseram um

modelo em “cascata” para explicar a fisiologia da coagulag@o sanguinea (Figura 2.1), onde a

! Macfarlene e Davie; Ratnoff (1964) apud Franco RF. Fisiologia da coagulacdo do sangue e

fibrinodlise. In: Zago MA, Falcdo RP, Pasquini R. Hematologia: fundamentos e pratica. Sdo Paulo:

Editora Atheneu; 2004. p. 739-48.
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coagulagdo ocorre por meio de uma ativagdo proteolitica sequencial de pro-enzimas por
proteases do plasma, o que resultaria na formagao de trombina que entdo, converte a molécula
de fibrinogénio em fibrina. Este esquema divide a coagulacdo em duas vias, uma via
extrinseca — envolvendo componentes sanguineos e também elementos que ndo estdo
presentes no espaco intravascular, ¢ também uma via intrinseca — iniciada por elementos
presentes no espago intravascular. Tal separagdo ¢ considerada inadequada do ponto de vista
fisiologico, visto que esta divisdo nio ocorre in Vivo.

A coagulacdo ¢ desencadeada quando ocorre a exposicdo do sangue a componentes
que normalmente ndo estdo presentes no interior dos vasos. Estes componentes sdo
provenientes de lesdes estruturais (lesdo vascular) ou alteragdes bioquimicas (liberagdo de
citocinas). Qualquer que seja o evento desencadeante, o iniciador fisiologico da coagulagio
sera o fator tecidual (FT), ja que este sera exposto no espago intravascular. (D’AMICO;

VILLACA, 2006; FRANCO, 2004).
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Figura 2.1 — Esquema da cascata da coagulacdo. CAPM: cininogénio de alto peso
molecular; PK: pré-calicreina.

O FT ¢é uma glicoproteina transmembrana presente na superficie de muitas células, que
geralmente, ndo estdo em contato com a circulagdo. O FT pode ser expresso por monocitos e
macrofagos quando estes sdo estimulados por endotoxinas e citocinas. (D’AMICO;

VILLACA, 2006; SILVA; HASHIMOTO, 2006).
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Em individuos normais uma pequena quantidade (1%) de fator VII circula de forma
ativa — Fator VIla. O fator VIla ¢ capaz de se ligar ao FT, e o complexo formado (FT/fator
Vlla) exibe funcdo enzimatica ativa, sendo capaz de ativar o fator VII em processo
denominado “auto ativagdo”. O complexo FT/fator VIla tem como principais substratos os
fatores IX e X, cuja clivagem resulta na formacdo de fator IXa e fator Xa, o que
consequentemente resultard na formagdo de trombina e fibrina. A pequena quantidade de
trombina formada a partir deste complexo ¢ suficiente para a ativacdo dos fatores V e VIIIL.
Ocorrera deste modo a ligacdo do fator IXa ao fator VIlla, dando origem ao complexo
“tenase” intrinseco (fator [Xa/fator VIlla), este ¢ capaz de ativar o fator X, que formara o
complexo “protrombinase” (fator Va/fator Xa), que converte a protrombina (fator II) em
trombina (fator Ila). E importante ressaltar que o complexo fator IXa/fator VIIIa é 50 vezes
mais eficiente do que o fator FT/fator VIla na ativacdo do fator X. A trombina formada
transformara o fibrinogénio em fibrina, promovera ativagcdo plaquetaria e ira ativar o fator
XIII, que sera o responsavel pela estabilizagdo do coagulo de fibrina. (figura 2.2) (FRANCO,
2004).
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Figura 2.2 — Esquema geral da coagulacdo (EPCR: receptor endotelial de proteina C)
D’Amico EA, Villaga PR. Fisiologia da hemostasia. In: Lorenzi FH, coordenadora. Atlas de Hematologia

clinica hematoldgica ilustrada. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2006. p. 139-63.

2.1.2 Mecanismos Reguladores da coagulacdo sanguinea

O organismo, dispde de proteinas que sdo anticoagulantes naturais, a fim de regular o

sistema da coagulagdo. Esse mecanismo serd responsavel por evitar a ativagdo excessiva do

sistema de coagulacdo, a formagdo inadequada de fibrina e a oclusdo vascular.

Durante as fases da coagulagdo o complexo fator VIIa/FT € responsavel pela ativacdo

dos fatores IX e X da coagulagdo, porém esta ativacdo esta regulada pelo inibidor da via do

fator tecidual (TFPI), uma proteina produzida pelas células endoteliais. O TFPI ¢ responsavel

pela ligagdo ao complexo fator VIIa/FT inibindo-o e pela ligagdo e inibicdo do fator Xa

(figura 2.3) (FRANCO, 2004).
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Figura 2.3 — Inibicdo da via de ativagcdo da coagulacdo dependente do fator tecidual
pelo TFPI (“tissue factor pathway inibitor). O X em azul indicam os pontos de

inibi¢do do TFPI.
Franco RF. Fisiologia da coagulagdo do sangue e fibrindlise. In: Zago MA, Falcdo RP, Pasquini R. Hematologia:
fundamentos e pratica. Sdo Paulo: Editora Atheneu; 2004. p. 739-48.

Outra importante via de anticoagulagdo sanguinea € o sistema da proteina C ativada
(PCa). Apos a ligagdo da trombina ao receptor endotelial trombomodulina, a proteina C (PC)
se liga ao seu receptor do endotélio (EPCR, “endothelial PC receptor”), sendo entdo dessa
forma ativada. A PCa inibe a coagulacdo clivando e inativando os fatores Va e VIlla. Esse
processo € potencializado pela ligagdo da PC a proteina S (PS) que atua como um co-fator nao
enzimatico nas reagdes de inativagdo. (figura 2.4) (SILVA; HASHIMOTO, 2006; FRANCO,
2004).
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Figura 2.4 — Sistema da proteina C ativada. A liga¢do da trombina (Ila) ao receptor
endotelial trombomodulina (TM) modifica as propriedades da trombina
transformando-a em um potente anticoagulante, por ativar a PC, que
juntamente com seu co-fator (PS) inativa os fatores VIlla e Va

suprimindo a génese da trombina. EPCR: receptor endotelial da PC.
Franco RF. Fisiologia da coagulagdo do sangue e fibrindlise. In: Zago MA, Falcdo RP, Pasquini R. Hematologia:
fundamentos e pratica. Sdo Paulo: Editora Atheneu; 2004. p. 739-48.

A antitrombina (AT) — antigamente denominada antitrombina III — tem a funcdo de
eliminar qualquer atividade enzimatica pré-coagulante excessiva. E o inibidor primario da
trombina, exerce atividade inibitoria em diversas outras enzimas da coagulacdo, incluindo os
fatores 1Xa, Xa e Xla; e, também ¢ responsavel pela dissociagdo do complexo fator VI1a/FT e
impede a sua reassociacdo. A AT tem a sua atividade inibitéria potencializada quando ha
associacdo com a molécula de heparan-sulfato, um proteoglicano presente nas células
endoteliais. A heparina também tem a capacidade de potencializar a acdo inibitoria da AT,
devido a sua semelhanca com a molécula de heparan-sulfato (SILVA; HASHIMOTO, 2006;
FRANCO, 2004).

Os diferentes mecanismos reguladores da coagulagdo sanguinea ja citados ndo
trabalham isoladamente. Visto que ha sinergismo entre o TFPI e a AT, e entre o TFPI e o
sistema da PC ativada, ja que a AT - mas ndo o TFPI - inibe a ativacdo do fator VII mediada
pelo fator Xa no complexo fator VII/FT, e o TFPI - mas ndo a AT - inibe o excesso de

ativacdo do fator X pelo complexo fator VII/FT (FRANCO, 2004).



25

Em condicles fisiologicas - auséncia de lesdo vascular - ha predominio dos
mecanismos anticoagulantes aos pro-coagulantes, mantendo-se assim, a fluidez sanguinea e a

desobstrugdo do sistema circulatorio.

2.1.3 Sistema fibrinolitico

A fibrindlise é o mecanismo final que contrapde-se ao processo de coagulagdo. E
iniciada pelos ativadores do plasminogénio, os quais convertem o plasminogénio na enzima
ativa, a plasmina, que possui atividade fibrinolitica. Os ativadores do plasminogénio sdo o
ativador tecidual do plasminogénio (t-PA) e o ativador tipo uroquinase do plasminogénio (u-
PA) (FRANCO, 2004).

Os dois ativadores possuem alta afinidade de ligagdo com o seu substrato -
plasminogénio - e promovem a ativagdo eficiente do plasminogénio em plasmina. A plasmina
cliva o fibrinogénio e/ou a fibrina, gerando produtos de degradagdo (FRANCO, 2004). Os
produtos da degradagdo do fibrinogénio/fibrina inibem a ag¢do da trombina e a polimerizagdo
da fibrina (D’AMICO; VILLACA, 2006). Apesar de a plasmina ndo degradar somente o
fibrinogénio e a fibrina, mas também os fatores V e VIII, em condigbes fisiologicas a
fibrindlise ocorre como um processo altamente especifico para a fibrina com ativacdo
localizada e restrita. Desse modo cumpre sua fungdo de remover o excesso de fibrina
intravascular de modo equilibrado (FRANCO, 2004).

Os inibidores especificos do plasminogénio (PAI = plasminogen activator inhibitor),
cujo principal representante ¢ o PAI-1, s@o responsaveis pela regulagdo do sistema
fibrinolitico. A funcdo inibitoria realizada diretamente sobre a plasmina € exercida pela o2-

antiplasmina (02-AP) (figura 2.5) (FRANCO, 2004).
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Figura 2.5 — Representacdo esquematica do sistema fibrinolitico. PDF: produtos de

degradacao da fibrina.
Franco RF. Fisiologia da coagulagdo do sangue e fibrindlise. In: Zago MA, Falcdo RP, Pasquini R. Hematologia:

fundamentos e pratica. Sdo Paulo: Editora Atheneu; 2004. p. 739-48.

2.1.4 Conexdo entre Coagulacio e Fibrinolise

O inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI) é uma pro-enzima atuante
como potente inibidor deste processo. O TAFI ¢ ativado pela trombina, tripsina e plasmina.
Em sua forma ativa ¢ capaz de inibir a fibrindlise, pois remove residuos de lisina da molécula
de fibrina. Deste modo a fibrina ndo atuard como co-fator na ativagdo do plasminogénio. A
principal via de ativacdo do TAFI ¢é dependente da ligacdo do fator Ila & trombomodulina — a
qual também ativa o sistema da PC ativa. Verifica-se assim que o TAFI é um ponto de

conexao entre o sistema de coagulagdo e fibrinolise (figura 2.6) (FRANCO, 2004).
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Figura 2.6 — TAFI: ponto de conex@o entre o sistema de coagulacdo e da fibrinodlise,
intermediado  pelo  complexo trombina/trombomodulina. PLG:
plasminogénio, Pn: plasmina, TM: trombomodulina, FGN: fibrinogénio,

PDF: produtos de degradacao de fibrina.
Franco RF. Fisiologia da coagulagdo do sangue e fibrindlise. In: Zago MA, Falcdo RP, Pasquini R. Hematologia:
fundamentos e pratica. Sdo Paulo: Editora Atheneu; 2004. p. 739-48.

2.2 Hemostase na gestagéo

Durante a gestagdo o organismo materno sofre diversas alteragdes a fim de proteger o
desenvolvimento de um novo ser, deste modo ocorrem mudangas fisiologicas e anatdmicas,
incluindo a composi¢ao dos elementos figurados e humorais do sangue.

Como exemplo, tém-se modificagdes uterinas devido a hipertrofia e dilatagao,
ocorrendo um aumento da vascularizagdo pela necessidade de maior perfusdo sanguinea, na
placenta, devido ao aumento progressivo, ha uma maior circulacdo de sangue materno-fetal
durante a evolucdo da gestacdo, necessitando assim do aumento do numero de vasos
sanguineos (CUNNINGHAM et al, 2005). Deste modo ¢ necessario conhecermos as
alteragdes hemostaticas que ocorrem durante a gestacdo, ja que estas estdo relacionadas a

ocorréncia de complicagdes obstétricas associadas a eventos tromboembdlicos.
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2.2.1 Alteracdes do mecanismo hemostatico durante a gestacdo

O organismo materno sofre adaptagdes fisiologicas visando reduzir os riscos de
hemorragia no momento do parto, porém ¢é criado um estado de hipercoagulabilidade.
Durante a gestagdo normal o sistema de coagulacdo se encontra em estado ativado. Ha a
ocorréncia do aumento dos niveis de todos os fatores da coagulagdo, exceto fatores XI e XIII,
com aumento dos niveis de fibrinogénio, quando comparados a ndo gestantes
(CUNNINGHAM et al, 2005, UCHIKOVA; LEDJEV, 2005). O volume plasmatico
aumentado durante o terceiro trimestre € uma possivel explicacdo para o aumento do
fibrinogénio (HELLGREN, 2003). De acordo com estes estudos as mudancas nas variaveis
da coagulagdo, que sdo mais significativas no terceiro trimestre de gestagcdo, sdo
provavelmente devido as mudangas hormonais e, especialmente, ao aumento dos niveis de
estrogénio. Essas alteracdes também sdo observadas em mulheres em uso de contraceptivos
orais (UCHIKOVA; LEDJEV, 2005).

Verifica-se aumento do fibrinogénio plasmatico a partir do terceiro més de gestacdo,
sendo este aumento progressivo. Em mulheres ndo gravidas os niveis de fibrinogénio variam
de 1,5 a 4,5 mg/dl, enquanto em gestantes o valor esta ente 4,0 a 6,5 mg/dl (KAHAM; KOSS,
2007).

Observa-se uma pequena diminui¢do no nimero de plaquetas, devido principalmente a
hemodilui¢do, mas também devido ao consumo destas. Durante a gestagdo a producgdo de
tromboxano A2, que induz a agregacdo plaquetaria, aumenta progressivamente (HAYASHI
ET AL., 2002).

Dentro da literatura ha controvérsias quanto ao aumento e diminui¢do dos
anticoagulantes naturais durante a gestacdo, os niveis de PC sdo ligeiramente aumentados ou
inalterados (CLARK et al., 1998; CERNECA et al., 1997), porém os niveis de AT se mantem
inalterados (O’RIORDAN, 2003). Wickstrom et al., 2004 constataram que a AT esta
ligeiramente diminuida durante o terceiro trimestre de gestacdo. Segundo Kjellberg et al.,
1999 os niveis de PS declinam significativamente com o avango desta e Uchikova; Ledjev
(2005) verificaram diminui¢do estatisticamente significativa dos niveis de PC e PS em
gestantes, quando comparadas ao grupo controle. Durante a gestagdo ¢ observado um

aumento progressivo na resisténcia a PCa, essa resisténcia estd diretamente relacionada a
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diminuicdo dos niveis de PS livre, cuja diminuicdo € hormonalmente mediada, pois observa-
se que 0s contraceptivos orais também causam queda nos niveis de PS livre. Os niveis de AT
permanecem relativamente constantes durante este periodo ocorrendo uma pequena
diminuicdo durante o puerpério (CUNNINGHAM et al, 2005).

A atividade do plasminogénio, convertido em plasmina, € equilibrada por inibidores
especificos presentes no plasma e plaquetas (CUNNINGHAM et al, 2005). O aumento da
atividade fibrinolitica restringe a formac&o de fibrina, melhorando ou restaurando a circulagéo
em vasos ocluidos (UCHIKOVA; LEDJEV, 2005). O plasminogénio tem seus niveis
aumentados de acordo com os aumentos dos niveis de fibrinogénio, causando, deste modo,
um equilibrio na coagulagdo e na atividade fibrinolitica (KAHAM; KOSS, 2007). Niveis
aumentados de plasminogénio sdo devido a diminui¢do de sua utilizacdo e o aumento da
producdo do mesmo durante a gestacdo normal, é considerada, também, uma reacdo de defesa
compensatoria para evitar tromboses (HELLGREN, 2003; UCHIKOVA; LEDJEV, 2005).

Os niveis de ativador tecidual de plasminogénio (t-PA) plasmético estdo elevados
durante o periodo gestacional (NAKASHIMA et al., 1996; BELLART et al., 1997). Porém,
existe controvérsias na literatura, onde Choi; Pai, (2002) relatam que as mudangas nos niveis
do t-PA plasmatico ocorrem paralelamente as mudancas com o0s niveis de fibrinogénio
plasmatico.

Durante a gestagdo verifica-se concentragdes elevadas de fibrina, indicando que esta é
formada em resposta a ativacdo da coagulacdo (UCHIKOVA; LEDJEV, 2005). Segundo
Pannicia et al., (2002) o processo de coagulacdo intravascular, confina-se a placenta e o
aumento da formacdo de fibrina e sua deposicdo podem ser necessarias para manter a

integridade vascular da placenta.

2.3 Trombofilias

2.3.1 Trombofilias Hereditarias
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2.3.1.1 Deficiéncia de proteina C

A proteina C (PC) é uma proteina da coagulacdo dependente de vitamina K e esta
associada a regulagdo do sistema de coagulagdo sanguineo, atuando como um anticoagulante
natural. (MOSNIER; ZLOKOVIC; GRIFFIN, 2007; DAHLBACK; VILLOUTREIX, 2005).
E sintetizada nos hepatdcitos e circula no plasma em concentragdes muito baixas. Sua
ativagdo ocorre sobre a superficies de células endoteliais pela trombina que estad vinculada a
trombomodulina, sendo estimulado pela presenga de EPCR dando origem a PCa, cuja meia
vida na circulagdo ¢é relativamente longa (aproximadamente 20 minutos), sugerindo sua
vinculagdo a anticoagulagdo sistémica. A PCa possui sua atividade aumentada por alguns
cofatores, como a PS, sendo responsavel pela clivagem de sitios ativos de fatores pro
coagulantes, os fatores Va e Vllla, inativando-os. Pacientes com deficiéncia de PC possuem
uma capacidade diminuida para regular a propagacdo e geracdo de trombina, fator V e fator
VIII, apods a ativagdo da PC pela pequena quantidade de trombina gerada no inicio da
coagulacdo (GOLDENBERG; MANCO-JHONSON, 2008).

A PCa também possui fungdes na regulagdo da inflamacdo. Durante a sepse a
sinalizagdo inflamatorias pela interleucina—1 (IL-1) e pelo fator de necrose tumoral medeiam
a resposta inflamatoria sistémica, esta resposta diminui a sintese de proteinas regulatorias,
(AT, PS e PC), e aumenta a sintese de proteinas pré trombdticas, tais como o fator VIII, fator
von Willebrand e fibrinogénio (MOSNIER ZLOKOVIC; GRIFFIN., 2007). Cobas et al.,
2003, demonstraram a influencia da PCa na fisiopatologia da sepse infundindo PCa
recombinante em pacientes com este quadro clinico, descrevendo uma diminuigdo
significativa na mortalidade de adultos com sepse.

Concentragdes plasmatica de PC s@o encontradas ligeiramente diminuidas na infancia
e seus valores normais sio atingidos apds a puberdade. (PETAJA; MANCO-JHONSHON,
2003).

A deficiéncia de PC ¢ herdada de forma autossdmica dominante e caracteriza-se por
uma auséncia de inativacdo dos fatores Va e VIlla com consequente hipercoagulabilidade
(ESMON, 2000). A maioria das mutagdes genéticas da PC resulta em deficiéncias do tipo I,
no qual os decréscimos nos valores do antigeno da PC e da sua atividade funcional sdo

equivalentes. Deficiéncias do tipo Il possuem valores de atividade da PC inferior aos do
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antigeno e representam 15% dos deficientes sintomaticos (BERTINA, 2000). A
heterozigoticidade para a deficiéncia de proteina C existe em 0,3% da populagdo geral e ¢ um
risco significativo para trombose venosa. O risco de uma mulher com esta deficiéncia ter
doenca tromboembolica durante a sua vida é de 50% (MONGA; DOYLE, 2004;
LOCKWOOD, 2002). O risco de trombose durante a gravidez varia entre 10% a 30%. O
risco de trombose no puerpério € de 7% a 19%. A deficiéncia de PC esta associada também a
um aumento de risco de complicagdes na gravidez, nomeadamente de morte fetal in titero e de
pré-eclampsia (MONGA; DOYLE, 2004; LOCKWOQOD, 2002).

A deficiéncia de PC pode ser adquirida e é causada pelo aumento do consumo da PC,
como em infecgdes graves e TEV aguda, ou pela diminuicdo de sua sintese, como na
administracdo de antagonistas da vitamina K e disfunc¢do hepatica grave (GOLDENBERG;
MANCO-JHONSON, 2008).

O diagnostico de deficiéncia de PC é normalmente realizado por ensaios funcionais,
como ensaios cromogénicos que utilizam a ativagdo da PC pelo veneno de serpente e os
enzimaimuno ensaio (ELISA). Devido a ocorréncia de deficiéncia adquirida, é sugerido que
seja feita uma nova dosagem para excluir uma deficiéncia transitoria (MACKIE; COOPER;
KITCHEN, 2007).

Em caso de suspeita de deficiéncia homozigdtica, recomenda-se testar pais e/ou avos.
A andlise genética da PC € um teste de dificil acesso, visto que esta disponivel em poucos

laboratorios. (GOLDENBERG; MANCO-JHONSON, 2008).

2.3.1.2 Deficiéncia de proteina S

A proteina S (PS) ¢ uma proteina dependente de vitamina K e possui um importante
papel no sistema de coagulacdo natural, aumentando a velocidade de inativacdo, mediado pela
PCa, do fator Va e fator VIIIa. E sintetizada principalmente nos hepatocitos, mas também
nos megacariocitos, osteoblastos, células de Leydig e musculo liso vascular. Circula no
plasma em uma concentragdo de 20-25 mg/l, de duas formas. Cerca de 60% esta ligada de

forma ndo covalente pela cadeia p da proteina C4b (C4BP) do sistema complemento,
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enquanto os 40% restantes esta na forma livre. Apenas a fragdo livre possui afinidade para
ligagcdo com a PCa (DAHLBACK, 2007).

Os niveis de PS sdo influenciados pelo sexo, onde as mulheres possuem niveis mais
baixos que os homens, e pela idade, os niveis de PS aumentam com a idade nas mulheres,
devido a influéncia do estado hormonal. S&o mais baixos antes da menopausa, durante a
terapia com contraceptivos orais ou quando submetidos a reposi¢cdo hormonal e durante a
gestagdo. Em neonatos e lactentes até um ano de idade os niveis sdo 30-40% mais baixos
quando comparados a adultos normais (LIBERTI; BERTINA; ROSENDAAL, 1999).

A deficiéncia de PS pode ser hereditdria ou adquirida. A deficiéncia hereditaria é
transmitida de forma autossdmica dominante e estd associada a ocorréncia de TEV
(GANDRILE et al., 2000). A prevaléncia estimada na populacdo geral em torno de 0,08%
(MONGA; DOYLE, 2004). Embora seja incomum, encontrou-se 2% de deficiéncia de PS em
pacientes ndo selecionados (LANE et al., 1996a) e 1 a 13% em pacientes com TEV
(SELIGSOHN; LUBETSKY, 2001).

Quando adquirida ¢ devido a terapia com antagonistas da vitamina K, contraceptivos
orais e varios transtornos como doencas hepaticas, sindrome nefrotica, coagulacdo
intravascular disseminada e infecgdes (HIV). (DAHLBACK, 2007; REZENDE;
SIMMONDS; LANE, 2004; DE FRUTOS et al., 2007).

Verifica-se uma progressiva diminui¢do da atividade da PS durante a gestacdo,
considerando deste modo uma deficiéncia adquirida de PS (ADACHI, 2005; PAIDAS et al.,
2005). Observou-se que os niveis de C4BP aumentam durante a gestagcdo, concluindo assim,
que este aumento pode contribuir para a diminui¢do da atividade de PS (HOJO et al., 2008;
LOCKWOOD, 2002). Gestantes afetadas pela deficiéncia de PS possuem risco de 10 a 30%
de desenvolver pelo menos um episddio trombotico durante a gestagado (MONGA; DOYLE,
2004) e observou-se que estas possuem um risco maior para ocorréncia de perda fetal tardia
(SELIGSOHN; LUBETSKY, 2001).

A Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia (The Internacional Society for
Thrombosis and Haemostasis) — subcomissdo de padronizagdo, definiu trés tipos de
deficiéncia hereditaria de PS baseados em sua concentracdo plasmatica total e livre e na
atividade da PCa. A deficiéncia tipo I ¢ identificada por baixos niveis de PS livre e total e
diminui¢@o da atividade do PCa, a tipo II é caracterizada por niveis normais de PS total e livre

e baixos niveis na atividade do PCa, enquanto na deficiéncia tipo Il verifica-se diminuig@o
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dos niveis de PS total e livre e uma elevagédo na fracdo de PS ligada ao C4BP (GANDRILE et
al., 2000).

A PS possui dois genes, um dos quais esta ativo (PROS1 ou PSA) e o segundo é um
pseudogene inativo (PROS2 ou PSB). Ambos estdo localizados no cromossomo 3. Existem
quase 200 mutagdes diferentes no gene PROS1, essas mutacOes resultam na perda da fungéo

da PS. Defeitos genéticos neste gene foram identificados como causa de deficiéncias do tipo |

e Il. Mutagbes que causam o tipo Il ou Ill estdo normalmente localizadas no fator de
crescimento epidérmico (EGF) e sdo mutagdes missenses (TEM KATE; VAN DER MEER,
2008).

O diagnéstico da deficiéncia hereditaria de PS € notavelmente dificil, devido a
sobreposic¢do dos niveis de PS em portadores e ndo portadores de mutacBes e variagdes em
niveis relacionados a idade, sexo e condi¢des adquiridas do individuo. Para evitar falso-
positivo, deve-se realizar o exame apds o termino da terapia com estrogénio ou antagonista da
vitamina K. Se necessério prolongar a terapia anticoagulante, recomenda-se o uso de
heparina de baixo peso molecular por 2 a 4 semanas antes da colheita da amostra. Resultados
positivos devem ser confirmados por novo exame, com nova amostra de sangue. Em
gestantes os resultados positivos devem ser confirmados ap6s o puerpério (TEN KATE; VAN
DER MEER, 2008).

Destaca-se dois tipos de ensaios para a determinagdo dos niveis de PS. Enzimaimuno
ensaio (ELISA) para a determinacdo de PS total e livre e testes para medir a atividade da PCa
(GOODWIN et al., 2002).

Em 1996, a Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia e a Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) recomendaram que a dosagem de PS livre seria melhor para o
diagnostico da deficiéncia de PS (LANE et al., 1996a; LANE et al., 1996b). A atividade da
PCa pode ser mensurada em ensaios baseados no tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPA) e tempo de protrombina (TP), com modificacbes (GOODWIN et al., 2002). Ha
relatos de que estes ensaios possuem elevada taxa de falso-positivo devido a presenca de
resisténcia & PCa, fator VV Leiden (FVL) e altas concentragdes de protrombina, fator VIII e
Vlla. A presenca de anticoagulante lGpico (AL) também pode interferir, mas este pode ser
minimizado pela diluicdo do plasma do paciente (TEM KATE; VAN DER MEER, 2008).

A técnica mais utilizada para a deteccdo em mutagdes dos genes PROS1 é a reacdo em

cadeia da polimerase (PCR) seguida de avaliacdo do polimorfismo conformacional Single-
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Strand ou, desnaturagdo do gradiente por eletroforese em gel com analise do acido

desoxirribonucleico (DNA) e sequenciamento direto do DNA (DE FRUTOS et al., 2007).

2.3.1.3 Deficiéncia de antitrombina

A antitrombina (AT) ¢ um inibidor de serino proteases que inativa fisiologicamente a
trombina (fator II ativado) e o fator Xa, e em menor quantidade inativa os fatores 1Xa, Xla,
XlIla. E uma a,-globulina sintetizada predominantemente no figado, possuindo meia vida de
cerca de 2,4 dias e duas isoformas circulantes, a isoforma o, que corresponde a cerca de 90-
95% da AT circulante e a isoforma § que corresponde a 5-10% da AT circulante, esta possui
uma maior afinidade pela heparina (PATNAIK; MOLL, 2008).

A AT circulante possui baixa atividade inibitdria, porém seus efeitos sdo acelerados na
presenca de heparina e glicosaminoglicanas semelhantes a heparina, como o heparan-sulfato,
sua interagdo com essas moléculas produz mudangas conformacionais na molécula e aceleram
a inibicdo do fator Xa. Além do seu papel anticoagulante também verificou-se que a AT
possui efeito anti-inflamatorio, onde a inibi¢do de trombina e fator Xa e sua consequente
redugdo, faz com que ocorra a liberagdo de citocinas, tais como a interleucina 6 e 8. Devido a
ligacdo da AT ao heparan-sulfato presente no endotélio, ha um aumento importante de
citocinas e prostaciclinas que iram desencadear o relaxamento da musculatura vascular e a
inibicdo da agregacdo plaquetaria (PATNAIK; MOLL, 2008).

A deficiéncia de AT é um transtorno dominante e autossomico raro, onde a maioria
dos casos sdo heterozigotos. A deficiéncia homozigética € rara e quase sempre fatal in utero.
As taxas de prevaléncia na populacdo geral sdo controversas variando de 1/500 a 1/5000
(TAIT et al., 1994; WELLS et al., 1994). Tal controvérsia é devido ao fato de varios estudos
ndo repetirem as dosagens séricas de AT em individuos cuja atividade de AT est4 reduzida.

A deficiéncia hereditaria de AT ¢ dividida em deficiéncia do tipo I, no qual tanto os
niveis de atividade funcional e antigénica estdo reduzidos - deficiéncia quantitativa - e
deficiéncia do tipo I, onde se verifica niveis normais de antigeno associados a baixa atividade
devido a uma molécula disfuncional de AT - deficiéncia qualitativa (LANE et al., 1997). As

causas de deficiéncia adquirida de AT sdo devido a diminui¢do de sua sintese, como em casos
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de doencas hepatica, por excrecdo aumentada, em casos de sindrome nefrdtica, por aumento
do consumo e inativagdo, como na sepse com coagulacdo intravascular disseminada e
metastase tumoral e devido a inducdo da deficiéncia por drogas, como durante a terapia com
heparina (MACLEAN; TAIT, 2007).

Manifestacbes tromboembolicas estdo significativamente aumentadas em pacientes
com deficiéncia de AT, sendo das trombofilias hereditarias a que possui maior ricos para
TEV, sendo incomum para durante as primeiras duas décadas de vida (CROWTHER,;
KELTON, 2003; BUCCIARELLI et al., 1999; MARTINELLI et al., 1998), possivelmente
devido ao elevado nivel de outros anticoagulantes naturais. O risco aumenta em torno dos 20
aos 50 anos, aproximadamente 50% dos individuos que possuem deficiéncia de AT tera tido
pelo menos um episédio de TEV (CROWTHER; KELTON, 2003; BUCCIARELLI et al.,
1999; MARTINELLI et al., 1998). O risco de TEV durante a gestagdo em pacientes com
deficiéncia de AT é elevado quando néo se realiza nenhuma profilaxia (ROBERTSON et al.,
2006; VICENTE et al., 1994). O risco de trombose entre as mulheres afetadas é de 60%
durante a gravidez e de 33% no puerpério. Na gravidez ocorre um aumento de risco
tromboembolico de 50 a 250 vezes. Nas gravidas com esta deficiéncia o risco de morte fetal
in Utero é também elevado (LOCKWOOD et al 2002; BICK et al., 2003). Em mulheres que
ndo possuem nenhum episddio de TEV, 31% irdo desenvolver durante a gestacdo, jA em
pacientes que possuem pelo menos um episddio de TEV, 49% o desenvolvem novamente
(VICENTE et al., 1994), sendo mais da metade dos episddios ocorridos no puerpério.

O risco de perda fetal é ligeiramente aumentado, dados retrospectivos com 260
gestacGes em 108 mulheres com deficiéncia de AT mostra que 19,2% das gestacfes em
mulheres com deficiéncia de AT tiveram perda fetal, em comparagdo aos 12,2% das mulheres
sem trombofilias (PRESTON et al., 1996). A perda fetal ocorreu apés 28 semanas em 2,3%
das mulheres com deficiéncia de AT e em 0,6% das gestantes sem trombofilias e antes de 28
semanas em 16,9% das gestantes com deficiéncia e 11,6% das gestantes sem trombofilias
(PRESTON et al., 1996). Atualmente os dados séo insuficientes para concluir se ha
associacgdo entre deficiéncia de AT e a ocorréncia de RCIU, DPP, pré-eclampsia e eclampsia.

O teste adequado para avaliacdo da presenca de deficiéncia de AT é um ensaio
funcional (KOTTKE-MARCHANT; DUNCAN, 2002; WALKER et al., 1999), ndo sendo
necessario a realizacdo de ensaio antigénico no caso da atividade de AT ser normal, pois

niveis normais de AT ndo excluem a deficiéncia do tipo Il. Os testes para deficiéncia de AT
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ndo devem ser feitos durante quadros de trombose aguda e durante o tratamento com
heparina. Em pacientes que fazem uso de antagonistas da vitamina K, os niveis de AT podem
estar aumentados e uma deficiéncia pode ser mascarada. As causas da deficiéncia adquirida
devem ser excluidas antes de um diagnostico de deficiéncia hereditaria. Quando o ensaio
funcional esta alterado, o ensaio antigénico sera util para diferenciar entra as deficiéncias do

tipo I e tipo II (PATNAIK; MOLL, 2008).

2.3.1.4 Hiperhomocisteinemia

A homocisteina ¢ um aminoacido essencial necessario para a formagao de células e
tecidos. E proveniente da metionina, sendo esta um aminoéacido essencial contendo enxofre,
proveniente de proteinas de origem animal (DE LA CALLE et al., 2003). A circulacio
elevada de homocisteina ¢ um fator de risco para doenga vascular periférica e doenga arterial
coronariana (GRAHAM et al., 1997; MAYER et al., 1996). A concentragdo normal da
homocisteina plasmatica esta entre 5.0 ¢ 15.0 umol/l (KANG; WONG;MALINOW, 1992).

O metabolismo da homocisteina estd representado na figura 2.7. A metionina ¢
transformada em homocisteina através de duas reagdes sucessivas, que envolvem o S-adenosil
L-metionina e o S-adenosilhomocisteina. A homocisteina por sua vez, utiliza duas vias de
biotransformagdo: transsulfuracdo e remetilacdo. Na transsulfuragdo a homocisteina ¢
transformada em cisteina através de reagdes que envolvem a cistationina f-sintetase (CpS) e a
vitamina B6 como co-fator. A natureza unidirecional desta reagdo explica a incapacidade da
cisteina de servir como precursor da homocisteina ¢ da metionina. Na remetilacdo ocorre a
presenca da metionina sintetase (MS), enzima que utiliza a vitamina B12 (cobalamina) como
co-fator e 5-metilenotetrahidrofolato como substrato. A enzima metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) ¢é a responsavel pela conversdo do 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-
metilenotetrahidrofolato, tal enzima possui influéncia indireta sobre a remetilacdo da
homocisteina em metionina, e que utiliza o acido folico como cofator. A remetilacdo possui
ainda um segundo mecanismo onde hé a presenca da enzima homocisteina metiltrasferase que

possui betaina como co-fator (DE LA CALLE et al., 2003).
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tratamento nutricional. Rev Nutr Campinas. 2005; 18(6):743-51.

Fisiologicamente a 5,10-metileno-tetrahidrofolato redutase (MTHFR) catalisa a
conversdo de 5-10-metilenotetrahidrofolato a S5-metilenotetrahidrofolato. A atividade do
MTHEFR requer quantidades adequadas de nicotinamida adenina dinucleotidio-P (NADPH) e
flavina adenina dinucleotidio (FADH2), para a manutencdo de niveis adequados de 5-
metilenotetrahidrofolato na célula. Se a atividade do MTHFR estiver baixa, os niveis
intracelulares de 5-metilenotetrahidirofolato diminuem e a conversdo de homocisteina em
metionina também ¢ afetada. A deficiéncia de metionina resulta na caréncia de grupos
metila, 0os quais sdo necessarios para a reacdo de metilacdo, com a qual ocorre a sintese de
DNA, carnitina, creatina, epinefrina, purinas e nicotinamida. Assim quando a formag¢do do 5-

metilenotetrahidrofolato estd comprometida, ocorre uma diminui¢do da capacidade do
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organismo sintetizar produtos metilados e remover a homocisteina do organismo
(CARDONA et al., 2008).

A hiperhomocisteinemia pode ser causada devido a defeitos genéticos metabdlicos
onde ocorre uma falha no metabolismo da homocisteina. A mais frequente é o defeito
hereditario de CBS responsavel pela causa da homocistinuria classica, a mutacdo genética ¢ do
tipo recessiva autossOmica. Mutacdo na enzima MTHFR, que leva a formagdo de uma
variante termolabil também causa hiperhomocisteinemia. A deficiéncia na ingestdo de
micronutrientes essenciais também pode provocar a diminuicdo do metabolismo da
homocisteina, levando a hiperhomocisteinemia. Considerando que a vitamina B6 (piridoxina)
faz parte do processo de trasnsulfuracdo e a vitamina B12 (cobalamina) e o acido félico
participam do processo de remetilacdo, a deficiéncia na ingestdo destas vitaminas leva ao
aumento dos niveis séricos de homocisteina. Com relagdo as drogas, sabe-se que o acido
folico estd diminuido durante terapia com metotrexato e anticonvulsivantes (fenitoina e
carbamazepina); a vitamina B12, com uso de anestésico (6xido nitroso), e a vitamina B6, com
a teofilina (DE LA CALLE et al., 2003).

Os niveis de homocisteina sdo geralmente mais baixos durante a gravidez, quer devido
a uma resposta fisiologica da gravidez com aumento de estrogénio e hemodiluicdo; ou, o
aumento da procura de metionina tanto pela mae quanto pelo feto (LOPEZ-QUESADA et al.,
2000). Niveis elevados de homocisteina plasmatica durante a gestacdo sdo frequentemente
associados ao aumento da incidéncia de abortos espontineos, RCIU, infartos placentarios,
defeitos do tubo neural e pré-eclampsia (AUBARD et al., 2002; NELEN et al., 2000; POWER
et al., 1998).

Poucos estudos tém calculados os valores normais durante a gravidez. Khong; Hague,
em 1999, estudando mulheres australianas com 28 semanas de gestagdo concluiram que os
valores acima 10,9 umol/l foram sugestivos de hiperhomocisteinemia. Bonnette et al., 1998,
determinaram que as concentracdes foram 60% mais baixas durante o primeiro trimestre em
comparagdo a ndo-gestantes controles, independentemente da ingestdo de folatos. Em 2006,
Milman et al., verificaram que a homocisteina tende a ter seus valores aumentados com a
evolucdo da gestacdo, onde o valor encontrado no primeiro trimestre foi de 6.4 pmol/l, no
terceiro trimestre os valores eram em torno de 7.0 pmol/l e oito semanas pods parto foi de 10.8
pumol/l. Walker et al.,, (1999) concluiram que concentragdes as séricas foram

significativamente mais baixas durante os 9 meses de gestacdo, onde os menores niveis foram
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encontrados no segundo trimestre. Eles também encontraram uma correlacdo direta entre 0s
niveis de homocisteina e os de albumina, que também s&o reduzidos durante a gravidez. Em
2008, a pesquisa conduzida por ldzior-Walum et al., (2008) mostrou que o nivel de
homocisteina plasmatica em gestantes normais foi de 8.0 umol/l. O bom desenvolvimento
fetal exige elevados niveis de metionina, os aminodcidos precursores do S-adenosil L-
metionina, o principal doador de grupos metil na transmetilacdo e na bio transformacéo de
acido ribonucleico (RNA) e DNA (PICCIANO, 2000; STEEGER-THEUNISSEN et al.,
1997).

2.3.1.5 Fator V Leiden

O fator V é uma proteina plasméatica formada por 2.196 aminoacidos, precursor do
fator Va (fator V ativado) essencial para a sintese da trombina, responsavel pela ativacdo da
coagulacdo (DAHKBACK, 1995). O processo de desativacdo baseia-se na ligacdo da
trombina e da proteina C a trombomodulina (presente no endotélio) convertendo a PC a PCa.
Esta ativacdo ocorre na presenca da PS. O complexo PCA/ PS causa a inativagdo através da
clivagem enzimatica dos cofatores Va e Vllla que inibem a atividade do sistema coagulante
(VAN COTT et al., 2002).

Até recentemente, na maior parte dos casos de tromboembolismo venoso, ndo era
possivel identificar um fator genético envolvido, uma vez que as deficiéncias hereditarias de
anticoagulantes naturais respondem por, no maximo, 15% dos casos de trombofilias. O
panorama alterou-se significativamente em 1993, quando descreveu-se o fenotipo conhecido
por resisténcia a proteina C ativada (RPCA), como uma anormalidade altamente prevalente
em pacientes com trombofilias hereditarias. (FRANCO, 2001).

Resisténcia a proteina C ativada (RCPA) hereditaria é, em ao menos 95% dos casos,
decorrente de uma mutacdo no fator V da coagulacdo. Demonstrou-se que o fenétipo da
RPCA ¢ obtido através da transicdo da Guanina (G) por Adenina (A) na posi¢do 1691 do gene
que codifica o fator V, resultando na substituicdo de Glutamina (Q) por Arginina (R) na

posicdo do aminoécido 506 - que constitui sitio de clivagem da PC ativada na molécula do
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fator V. O fator V mutante - conhecido como fator V Leiden (FVL) - é resistente a
neutralizacdo mediada pela PCa, resultando no fenétipo de RPCA (DUARTE et al., 2002).

Estudos mostram que a prevaléncia desta mutacdo dependera da etnia da populacao
estudada. A taxa da mutacdo dentro da populagéo européia é de 5%, nos Estados Unidos é de
6% e praticamente ausente entre os africanos e asiaticos (CARVALHO et al., 2005). A
prevaléncia em afro-americanos é encontrada em cerca de 1% (DE STEFANO et al., 1998).
No Brasil, a mutacdo esta presente em cerca de 2% da populacdo (ARRUDA et al., 1995).
Pacientes portadores de doencgas tromboticas, o FVL é responsdvel por 20% dos casos
(ROBETORYE; RODGERS, 2001). Pacientes heterozigotos possuem risco aumentado em
cinco a dez vezes maiores de apresentarem processos tromboembélicos, podendo resultar em
50 vezes mais chances de desenvolver tromboembolismo durante a gestacdo. Em pacientes
homozigotos o risco se eleva em até 100 vezes para o desenvolvimento de complicacbes
obstétricas (LOCKWOOD, 2001).

A prevaléncia de RPCA ¢ de aproximadamente 60% em mulheres com 0s eventos
tromboembolicos que ocorrem durante a gravidez, enquanto o nimero correspondente nos
individuos com uma historia de tromboses que ocorre durante 0 uso de contraceptivos orais
era em torno de 30% (HELLGREN et al., 1995).

Ainda é incerto se existe aumento das perdas fetais em pacientes com mutacdo do
FVL. Ha& controvérsias segundo os autores sobre o risco de abortamento recorrente nessas
pacientes. Em estudo conduzido por Dudding; Attia, (2004) relataram que o FVL esta
associado a perdas fetais tardias e Rey et al., (2003) encontraram associa¢do entre a presenca
de FVL e ao obito fetal recorrente. Krabbendam et al., (2005) afirmam que o FVL pode
desempenhar um papel nas perdas de segundo trimestre, porém acrescenta que S80 necessarios
estudos prospectivos para melhor esclarecer a relagdo entre essa trombofilia e perdas
recorrentes. Em 2005, Dizon-Townson et al., estudaram mulheres primigestas e sem historico
de tromboembolismo, identificaram as portadoras da mutacao e realizou avaliacdo desta sobre
0 bindbmio materno-fetal, a presenca da referida mutacdo ndo esteve associada ao aumento de
perdas gestacionais e em 2005 Van Dunne et al., em seu estudo parearam pacientes com um
evento trombotico, sendo 115 pacientes portadoras do FVL e 230 ndo portadoras, ndo foram
encontradas diferencas nas taxas de perdas gestacionais de primeiro trimestre dessas

pacientes.
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2.3.2 Trombofilias adquiridas

2.3.2.1 Sindrome do anticorpo antifosfolipide

Os anticorpos antifosfolipides (AAF) compreendem um grupo altamente polimoérfico
de autoanticorpos. Os alvos destes anticorpos sdo fosfolipides e cofatores fosfolipidicos de
membranas celulares, principalmente as de plaquetas e de células endoteliais. Os AAF
classicos, anticorpos anticardiolipina (aCL) e anticoagulante lupico (AL), estdo associados a
infec¢des, neoplasias, uso de drogas e a uma diatese trombdtica conhecida como sindrome do
anticorpo antifosfolipide (SAAF) (FAGUNDES et al., 2005).

Historicamente, o primeiro anticorpo antifosfolipide detectado era a reacdo falso-
positiva de Wassermann, encontrado principalmente em pacientes com lipus eritematoso
sistémico (LES). O anticoagulante lupico foi descrito primeiramente nos anos 50 devido ao
prolongamento em exames de coagulacdo. Alguns anos mais tarde, o anticoagulante lipico
foi encontrado associado com o teste falso-positivo para sifilis e (paradoxalmente) tromboses.
O componente antigénico da reagdo de Wassermann era a cardiolipina, um fosfolipide
encontrado nas membranas mitocondriais (BRANCH;KHAMASHTA, 2003).

A SAAF esta caracterizada por manifestagdes clinicas e laboratoriais, € considerada,
como a mais comum das didteses tromboticas adquiridas do adulto jovem (FAGUNDES et
al., 2005). Os anticorpos predominantes estdo dirigidos contra proteinas que se ligam a
fosfolipides anidnicos, como a B2-glicoproteina I (B2-GPI), e a protrombina, esta € uma pro-
enzima que apods a sua clivagem pela protrombinase leva a geragdo de trombina. O B2-GPI é
uma proteina composta de cinco dominios, os quais vao do I ao V, cujo dominio V ¢é o
responsavel pela vinculagdo ao fosfolipide aniénico. In vivo a fung¢do da B2-GPI ndo é bem
conhecida, porém, in vitro sabe-se que esta proteina interage com diversos tipos de células e
receptores.  Antigenos diferentes da P2-GPI e da protrombina foram encontrados em
pacientes com SAAF, entre eles estio o t-PA, plasmina, anexina A2 e trombina
(GIANNAKOPOULOS et al., 2009).

Estudo com 59 gestantes divididas em dois grupos, o primeiro constituido de gestantes

com diagnostico de SAAF, e o segundo grupo por gestantes com quadro clinico semelhante,
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porém positivas para a presenca de anticorpo anti B2-GPI. Nao verificou diferengas entre os
dois grupos, sendo que as complicagdes obstétricas e os nascimentos foram semelhantes em
ambos os grupos. Deste modo pode-se concluir que a presenga de anticorpo anti f2-GPI é um
marcador eficaz para o diagnodstico de SAAF (ALIJOTAS-REIG et al., 2008).

O consenso internacional de critérios preliminares para o diagnostico da SAAF
(Sapporo) foi restabelecido em 2005, durante um workshop que precedeu o 11° Congresso
Internacional de Sindrome do Anticorpo Antifosfolipede em Sydney/Australia, apresentando
um critério simples para o diagnodstico da sindrome. Os critérios estabelecidos pelo consenso
estdo explicitados na Figura 2.8. A paciente com SAF deve manifestar pelo menos um de
dois critérios clinicos (trombose vascular ou morbidade gestacional) e pelo menos um de trés
critérios laboratoriais (anticoagulante lupico positivo, titulos de anticorpos anti- f2GP-1 com
isotipos de imunoglobulina G ou M (IgG ou IgM) e médios a altos titulos de anticorpos
anticardiolipina com isotipos de imunoglobulina G ou M (IgG ou IgM) confirmados em duas
ocasioes com pelo menos 12 semanas de intervalo entre as titulagdes (MIYAKIS et al.,

2006).
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Critérios clinicos: (necessario pelo menos um critério)

1. Trombose vascular

e Um ou mais episodios de trombose arterial, venosa ou de pequenos vasos, em
qualquer tecido ou orgdo, confirmado por estudo Doopler ou histopatoldgico
(exceto para trombose venosa superficial). Para a confirmacao histologica, deve
haver trombose, sem evidéncia na parede vascular.

2. Morbidade gestacional

e Um ou mais Obitos inexplicados de feto morfologicamente normal, apds a 10°
semana de gestacdo. A morfologia fetal normal deve ser demonstrada por
exame ultra-sonografico ou exame direto, ou

e Um ou mais partos pré-termo de neonatos morfologicamente normais, antes da
34° semana de gestacdo, devido a pré-eclampsia ou eclampsia ou grave
insuficiéncia placentaria, ou

e Trés ou mais abortos espontaneos, consecutivos, antes da 10° semana de
gestacdo, apos exclusdo de anormalidades anatdmicas ou hormonais, e de
causas cromossdmicas parentais.

Critérios laboratoriais: (necessario pelo menos um critério)

1. Anticorpo anticardiolipina (aCL) tipo IgG ou IgM presentes em moderados ou
altos titulos no plasma, em duas ou mais ocasides com intervalo minimo de 12
semanas, mensurado pela técnica de ELISA.

2. Anticoagulante lipico (LA) presente no plasma em duas ou mais ocasides com
intervalo minimo de 12 semanas , detectado de acordo com a padronizagio da
Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia .

3. Anticorpo anti-B2-glicoproteina I tipo IgM ou IgG presente em duas ou mais
ocasides com intervalo minimo de 12 semanas, mensurado pela técnica de
ELISA.

Figura 2.8 — Critérios redefinidos para o diagnostico da sindrome do anticorpo
antifosfolipide (SAAF).

A SAAF pode ser classificada como sendo primaria, ou seja, os anticorpos
antifosfolipides de membrana surgem sem nenhuma doenca associada, e secundaria quando
associada a outra patologia previamente existente, sendo a principal patologia associada com
SAAF o lupus eritematoso sistémico (LES). (FAGUNDES et al., 2005; FREITAS et al.,
2003).

Os problemas clinicos relacionados 8 SAAF sdo principalmente tromboses venosas ou
arteriais, sendo que 2% dos pacientes com trombose venosa inexplicada possuem anticorpo
antifosfolipide. =~ Embolia arterial, ataque isquémico transitorio, embolia pulmonar,

trombocitopenia autoimune e anemia hemolitica também estdo relacionadas a SAAF. Entre
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as complicagdes obstétricas destacam-se perdas fetais recorrentes, morte fetal inexplicada no
segundo e terceiro trimestres, pré—eclampsia, RCIU, insuficiéncia placentaria e partos pré—
termo (FIGUEIRC)—FILHO et al., 2005; BEREK 2005).

O AAF pode ser do tipo IgG quando relacionado a trombose venosa recorrente, ou do
tipo IgM quando relacionada a abortamentos recorrentes e trombose arterial recorrente. O AL
esta relacionado a trombose arterial recorrente (BEREK 2005).

A prevaléncia de AAF em pacientes com LES é de 40%, sendo o AL encontrado em
maior propor¢do (30% dos casos). Dentre as portadoras de AAF, 30 a 40% possuem
manifestagdes clinicas, sendo que 10 a 15% das gestantes lupicas sdo portadoras de SAAF
(FIGUEIRO-FILHO et al., 2005).

A incidéncia de aCL na populacdo obstétrica geral ¢é de 1 a 5% (BAXI;
PEARLSTONE, 1991; PIURA et al., 1991) e varia de 20% a 40% em pacientes com historico
obstétrico ruim (PIURA et al., 1991; BALASH et al., 1990).

No Estado da Bahia, entre os portadores de LES encontra-se maior prevaléncia de
anticorpos antifosfolipides em mulatos que entre brancos e negros (TRAVASSOS et al.,
2000). Pode-se concluir que a prevaléncia desses anticorpos difere nas populagdes estudadas
em decorréncia de diversos fatores, entre eles o fator racial.

A perda fetal ¢ associada a presenca de AAF, onde este inibe a secrecdo de
gonadotrofina corionica, afetando o desenvolvimento embrionario. Além disso, interfere com
a proteina placentaria anticoagulante (PAP) — um anticoagulante natural, que se liga com alta
afinidade aos fosfolipides anionicos. O AAF inibe competitivamente a PAP, assim, altos
titulos de anticorpo anticardiolipina podem levar a trombose placentdria e a perda fetal.
Anticorpos contra fosfolipides poderiam aumentar a sintese de tromboxano e reduzir a sintese
de prostaciclinas nos vasos placentarios. Este ambiente protrombdtico poderia promover
constricdo vascular, adesdo plaquetaria e infarto placentario. (BEREK 2005; LOUZADA JR.
et al., 1998).

Células sinciciotrofoblasticas e do citotrofoblasto extraviloso sintetizam p2-GPI,
cofator essencial para a ligacdo de anticorpos antifosfolipides ao fosfolipide. Esta funcionaria
como um anticoagulante natural, inibindo a fase de contato da coagulacdo (formagdo do
complexo protrombinase), prevenindo a formacdo de trombina na presenca de granulos

plaquetarios ou plaquetas ativadas, interferindo na agregacdo plaquetaria, induzida pela
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adenina difosfato (ADP). Assim a ligacdo de anticorpos antifosfolipides com a 2-GPI pode
induzir uma diatese protromboética (BEREK, 2005; LOUZADA JR. et al., 1998).

As células endoteliais in vivo sd3o potencialmente ativadas por AAF, gerando a
expressao de adesinas, sintese de citocinas e produ¢do de metabolitos do acido araquiddnico,
esta ativacdo do endotélio predispde a ocorréncia de acidentes tromboticos, entre eles infarto
placentario e consequente morte fetal (FAGUNDES et al., 2005). Arakawa et al., (1999)
demosntraram que in vivo os aCL tém efeito supressivo sobre cultura de células endoteliais de
corddo umbilical. Em 2001, Vinatier et al., relataram que o AAF poderia ativar o sistema
complemento e que intensificaria o dano placentario documentado em pacientes com SAAF.

De acordo com Rai et al., (1995a), em casuistica com 500 mulheres com abortamentos
recorrentes, as frequéncias de AL, aCL IgG e aCL IgM foram de, respectivamente, 9,6%,
3,3% e 2,2%. Entretanto, ndo mais do que 1,4% das pacientes tiveram AL e aCL positivos
paralelamente. A positividade no re-teste apos 8 semanas foi de dois tercos para AL e ndo
mais do que um tergo para aCL.

Este mesmo grupo de pesquisadores, em estudo subsequente, avaliou a evolugdo
gestacional de 20 pacientes com presenca de AAF e historico de abortamento, os dados foram
comparados com gestantes negativas para a presenca de AAF e com historico de
abortamentos. Entre as gestantes selecionadas (que ndo seguiram o protocolo padrio de
SAAF gestacional) 90% evoluiram para perda gestacional, em particular durante o primeiro
trimestre (RAI et al., 1995b).

No estado da Bahia observou que a prevaléncia de AAF na populagdo obstétrica foi de
17% enquanto que em pacientes com perdas gestacionais foi de 28%. Verificou ainda, que
pacientes portadoras de aCL IgG possuem duas vezes mais chances de ter perdas gestacionais
que a populagdo obstétrica em geral (COSTA et al., 2005).

Estudo histopatologico em placentas de mulheres com abortos recorrentes mostrou que
as lesdes encontradas (infartos placentarios, DPP e hemorragias) ndo sdo encontradas com
frequéncia em mulheres com AAF; e, essas mesmas lesoes sdo observadas em mulheres com
abortamento recorrente sem evidéncias laboratoriais desta classe de anticorpo. Assim, as

evidéncias patologicas da etiologia da SAAF sdo ainda questionaveis (SEBIRE et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

a. Verificar a associacdo entre a presenca de trombofilias adquiridas e hereditarias e a

ocorréncia de abortamentos recorrentes, perdas fetais em gestantes de alto risco;

3.2 Objetivos especificos

b. Verificar a frequéncia de anticorpos anticardiolipina [gM e IgG, anticoagulante lupico
e anticorpos anti — B2 glicoproteina I em gestantes com histérico de abortamentos
recorrentes, perdas fetais e outras complicacdes obstétricas;

c. Verificar a frequéncia de deficiéncia de proteina C, deficiéncia de proteina S,
deficiéncia de antitrombina, hiperhomocisteinemia e mutagdes no fator V Leiden em
gestantes com historico de abortamentos recorrentes, perdas fetais e outras

complicagdes obstétricas;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecdo da amostra

Desenvolveu-se estudo observacional transversal com grupo de comparacdo durante o
periodo de maio de 2007 a maio de 2009, no Ambulatério de Gestacdo de Alto Risco do
Hospital Universitario (HU) da Faculdade de Medicina Dr. Hélio Mandeta da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (FAMED-UFMS), envolvendo dois grupos de gestantes:
Grupo aborto (AB) e Grupo de comparacdo (CO).

4.1.1 Critérios de inclusdo para o Grupo AB

e Presenca de abortamentos de repeticéo;
e Historico prévio de perdas fetais;

e Aceite e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

4.1.2 Critérios de exclusdo para o Grupo AB:

e Possuir idade inferior a 18 anos e 0s responsaveis legais ndo autorizarem sua
participacéo;

e Nao preencher os critérios de incluséo;

e Serde origem indigena;

e Ser portadora de IlGpus eritematoso sisttmico (LES) e possuir histérico de
abortamentos recorrentes ou perdas gestacionais;

e Possuir historico de abortamentos recorrentes ou perdas fetais em gestacBes com

desenvolvimento de pré-eclampsia e/ou eclampsia;
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e NA&o aceitar a participacdo na pesquisa;

4.1.3 Critérios de inclusdo para o Grupo CO:

e Diagndstico prévio a gestacdo atual de LES;
e Histdrico de pré-eclampsia grave e/ou eclampsia em gestagdo anterior;
e Desenvolvimento de pré-eclampsia grave em gestagdo atua;

e Aceite e assinatura do TCLE.

4.1.4 Critérios de exclusdo para o Grupo CO:

Possuir idade inferior a 18 anos e 0s responsaveis legais ndo autorizarem sua

participacéo;

N&o preencher os critérios de incluséo;

Ser de origem indigena;

Possuir historico de hipertensdo arterial cronica previa a gestacao;

N&o aceitar a participagdo na pesquisa.

4.1.5 Consideracdes éticas

Todas as pacientes foram informadas sobre os objetivos e metodologias do estudo, e
admitidas ap0s a assinatura do TCLE (Apéndice A). O presente estudo e seu TCLE foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul sob o nimero de protocolo 884, aprovado na data de 17 de maio de 2007
(Anexo A).
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4.1.6 Investigacdo laboratorial

Em ambos os grupos de estudo, foi investigado a presenga de trombofilias hereditarias e
adquiridas, através da realizagdo de exames, na primeira consulta de pré-natal, apos
confirmacao dos critérios de inclusdo e alocacdo da gestante no grupo correspondente.

Todos os exames foram realizados em laboratério custeado pelo Sistema Unico de Saude
(SUS). Considerou-se os valores de referéncia informado pelo laboratério onde foram
realizados os exames.

Os exames para rastreamento de trombofilias hereditarias e presenga de anticorpos

antifosfolipides solicitados foram:

4.1.6.1 Anticorpos antifosfolipides

- Anticorpo anticardiolipina IgM e IgG (aCL IgM, aCL IgG) realizado através do

teste de ELISA;

- Anticoagulante lupico (AL) realizado através do teste de triagem pelo teste dRWT
(tempo do veneno de vibora Russel diluido), e pelo procedimento confirmatoério utilizando o
dRWT confirmatorio;

- Anticorpo anti B2-glicoproteina I (anti B2GPI), realizado através do teste de ELISA;

4.1.6.2 Trombofilias hereditarias

- Proteina C (PC), dosada através do método coagulémetro;

- Proteina S (PS), dosada através do método coaguldmetro;

- Antitrombina (AT), realizada através da quantifica¢do funcional utilizando substrato
cromogeénico;

- Dosagem de homocisteina plasmatica, através da técnica de quimioluminescéncia
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- Pesquisa de mutagdo do fator V Leiden pela técnica de Reagdo em Cadeia da

Polimerase (PCR);

4.2 Variaveis de estudo

4.2.1 Apresentacdo das varidveis

e Variavel dependente: ocorréncia de abortos de repeticdo e/ou perdas fetais, presenca
de outras complicagdes obstétricas;

e Variaveis independentes: presenga de aCL, presenga de AL e presenca de anti f2GPI,
deficiéncia de PC, deficiéncia de PS, deficiéncia de AT, hiperhomocisteinemia, fator
V Leiden;

e Variaveis de controle: idade, raga/cor, nimero de gestacdes, numero de abortos

espontineos, numero de perdas fetais;

4.2.2 Definicdo das variaveis e conceitos

e aCL: imunoglobulina que reage contra cardiolipina, um fosfolipide carregado
negativamente. Sua presen¢a sera definida como identificagdo do anticorpo IgM ou
IgG. Categorias: positivo ou negativo; Positivo — valor de referéncia: > 10U/ml.

e AL: imunoglobulina que interfere com um ou mais testes de coagulacdo fosfolipide
dependentes, como o tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) e o tempo de
protrombina (TP). Categorias: reagente ou ndo reagente; Reagente — valor de
referéncia: > 1,26.

e Anti-B2GPI: imunoglobulina que reage contra a P2-glicoproteina I, um fosfolipide

anidnico. Categorias: positivo ou negativo; Positivo — valor de referéncia: >15 U/ml.
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PC: glicoproteina sintetizada no figado, dependente de vitamina K, ¢ considerada um
anticoagulante natural. Categorias: normal ou deficiente; Deficiente — valor de
referéncia: < 55%

PS: glicoproteina plasmatica dependente de vitamina K e sintetizada no figado, células
endoteliais, megacaridcitos e células de Leydig, considerada um anticoagulante natural
e cofator da PC. Categorias: normal ou deficiente; Deficiente — valor de referéncia: <
55%

AT: glicoproteina plasmatica com fung@o anticoagulante. Categorias: normal ou
deficiente; Deficiente — valor de referéncia: < 75%

Hiperhomocisteinemia: presenca de dosagens elevadas no plasma do aminoacido
essencial homocisteina. Categorias: presente ou ausente; Presente — wvalor de
referéncia: > 10 pmol/L

Fator V Leiden: mutag¢do no gene G1691A do fator V, base molecular para o fenétipo
da resisténcia a proteina C ativada. Categorias: homozigoto normal (wt/wt),
heterozigoto (wr/wt), homozigoto afetado (wr/wr);

Abortamentos de repetigdo: investigacdo clinica iniciada apds dois abortamentos
espontineos consecutivos, principalmente, quanto ja havia sido identificado
batimentos cardiacos fetais antes de qualquer abortamento. Categorias: presente ou
ausente;

Perdas fetais: toda perda superior a 20 semanas de gestagdo ou fetos com peso
superior a 500g. Categorias: presente ou ausente.

Complicacdes obstétricas: presenga de pré-eclampsia grave em gestacdo anterior,
anotada em prontudrio da paciente com duas ou mais afericdes superiores a 140X90
mmHG com intervalo minimo de quatro horas entre as aferi¢des e proteinuria de 24
horas maior, ou igual a 300 mg e presenga de LES diagnosticada previamente a
gestagdo. Categorias: ausente ou presente;

Raga/cor: definida pela propria paciente no momento da coleta de dados. Categorias:
branca, ou, ndo branca;

Idade: em anos completos;

Numero de gestagdes: niimero de gestagdes referidas pela paciente até a data de

admissdo no estudo, independente da forma de término;
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e NUmero de abortos espontaneos: nimero de vezes em que ocorreu a eliminagdo via
vaginal de feto com peso inferior a 500 gramas e/ou idade gestacional inferior a 20
semanas.

e NUmero de perdas fetais: namero de filhos nascidos sem sinais de vitalidade com

idade gestacional superior a 20 semanas;

4.3 Coleta de dados

O protocolo de estudo (Apéndice B) foi preenchido de forma individual para cada
paciente, atraves de entrevistas e complementada posteriormente com os dados relativos aos
exames laboratoriais. As fichas das pacientes foram identificadas pelas iniciais destas e pelo
namero de prontuério do HU FAMED-UFMS.

4.4 Processamento e analise de dados

As informacbes coletadas foram tabuladas em um banco de dados criado no software
Microsoft Office Excel versdo 2003.

A associagdo entre o resultado de cada exame e o0s grupos de estudo (GRUPO AB) e
grupo de comparacdo (GRUPO CO) foi medida pelo odds ratio (OR). Teste de qui-quadrado
com correcdo de Yates e exato de Fisher foram utilizados para testar a associacdo entre a
presenca de trombofilias e o0 antecedente de abortamento recorrente e perdas fetais. Em toda
a analise estatistica, considerou-se significantes os resultados onde os valores de p foram

inferiores a 0,05.
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5 RESULTADOS

Segundo os critérios de inclusdo, foram alocadas 100 pacientes no Grupo AB e 80
gestantes no Grupo CO. No grupo AB, a média de idade das gestantes foi de 30,6 + 5,5 anos
(19 a 46 anos), e no grupo CO a média de idade das gestantes foi de 29,5 + 6,1 anos (18 a 45
anos). Na&o houve diferenca significativa (p=0,1933) entre a média das idades materna das
pacientes de ambos 0s grupos.

N&o houve diferengaestatistica na distribuicdo da raga/cor entre os dois grupos
estudados (p=0,1416) , sendo 80,0% pacientes brancas no grupo AB e 70,0% no grupo CO.

A média de gestacdes das pacientes do grupo AB foi de 3,7+ 1,4 gestacdes, enquanto no
grupo CO o numero médio foi de 2,4 + 1,3 gestac0es.

Das pacientes do grupo AB, 21,0% eram secundigestas, 30,0% tinham trés gestacdes, e
49,0% das gestantes possuiam quatro ou mais gestaces. No grupo CO, 31,2% eram
primigestas, 31,2% eram secundigestas, 16,3% tinham trés gestacdes e 21,3% possuiam
quatro ou mais gestacbes. Quanto aos abortos e perdas fetais, no grupo AB 27,0% das
pacientes relataram dois abortos espontaneos, 49,0% possuiam historico de trés ou mais
abortamentos de repeticdo e 45,0% das gestantes pertencentes a esse grupo possuiam perdas
fetais. No grupo CO 82,5% das pacientes ndo possuiam historico de abortos espontaneos e

18,8% relataram a ocorréncia de perdas fetais (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1 - Distribui¢do de raga/cor, nimero de gesta¢fes, nimero de abortos espontaneos e

numero de perdas fetais das pacientes segundo seus grupos de estudo.

Grupo AB Grupo CO
p
n % n %
Raca/cor
Branca 80 80,0 56 70,0
0,1416*
Nao branca 20 20,0 24 30,0
Gestacoes
1 0 0,0 25 31,2
2 21 21,0 25 31,2
<0,0001**
3 30 30,0 13 16,3
4 ou mais 49 49,0 17 21,3
Abortos
Nenhum 35 35,0 66 82,5
1 15 15,0 10 12,5
<0,0001**
2 27 27,0 3 3,8
3 ou mais 23 23,0 1 1,3
Perdas fetais
Nenhum 55 55,0 65 81,2
1 40 40,0 14 17,5
0,0007**
2 5 5,0 0 0,0
3 ou mais 0 0,0 1 1,3
Total 100 100,0 80 100,0

* Teste exato de Fisher com correcdo de Yates
** Teste t de Studant
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Dentre as gestantes estudadas 50,0%, (50/100) das pacientes do grupo AB
apresentaram a presenca de trombofilia hereditaria ou anticorpo antifosfolipide de forma
isolada, enquanto no grupo CO a presenca da forma isolada foi observada em 31,3% (25/80).
Em 32,0% (32/100) das gestantes com histérico de abortamentos de repeticdo e perdas fetais,
foi encontrado resultado positivo para a presenca de duas ou mais trombofilias ou a presenca
de anticorpo antifosfolipide. No grupo de gestantes de comparacgdo esse valor foi de 26,3%
(21/80).

O AL de forma isolada foi o anticorpo antifosfolipide encontrado com maior
frequéncia, em 12,0% das gestantes do grupo AB, seguido pelo aCL IgM observado em 6,0%
dessas gestantes. No grupo de gestantes de comparacdo o AL de forma isolada esteve
presente em 8,7%. Para as trombofilias hereditarias encontrou-se deficiéncia de PS em 11,0%
e 8,7% das gestantes dos grupos AB e CO respectivamente. A deficiéncia de AT foi a
segunda trombofilia hereditaria de forma isolada mais frequente, com 8,0% em gestantes com
histérico de abortamentos recorrentes e perdas fetais e 6,3% em gestantes do grupo de
comparacdo. A frequéncia das trombofilias hereditarias e de anticorpos antifosfolipides de

forma isolada em ambos 0s grupos esta apresentada na tabela 5.2.
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Tabela 5.2 — Distribui¢@o das trombofilias hereditarias e anticorpos antifosfolipides de forma

isolada entre os dois grupos de estudo.

Grupo AB Grupo CO
(n) (o) (n) (“o)
aCL IgM 6 6,0 0 -
aCL IgG 2 2,0 1 1,3
AL 12 12,0 7 8,7
Anti-B,GPI 1 1,0 0 -
Deficiéncia de PC 4 4,0 0 -
Deficiéncia de PS 11 11,0 7 8,7
Deficiéncia de AT 8 8,0 5 6,3
Hiperhomocisteinemia 6 6,0 5 6,3
Fator V de Leiden
Heterozigoto 0 - 0 -
Homozigoto 0 - 0 -
Total (50/100) 50 (25/80) 31,3

A analise de trombofilias hereditarias e anticorpos antifosfolipide entre os dois grupos

mostrou que a presenga de aCL IgM em conjunto com a deficiéncia de PS e deficiénciade AT

foram encontradas em 5,0% das gestantes do grupo AB ¢ em nenhuma gestante do grupo CO.

A deficiéncia de PS em conjunto com a deficiéncia de AT, foi observada em 5,0% das

gestantes com abortos de repeticdo e perdas fetais e em 3,8% das gestantes de comparagao. A

frequéncia das trombofilias hereditarias e anticorpos antifosfolipides, em conjunto, estdo

apresentados na tabela 5.3.
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Tabela 5.3 - Distribuig@o das trombofilias hereditarias e anticorpos antifosfolipides de forma

conjunta entre os dois grupos de estudo.

Grupo AB Grupo CO

(n (%) (n) (%)

aCL IgM + Deficiéncia de PS 1 1,0 0 -
+ Deficiéncia de AT 1 1,0 2 2,5

+ Hiperhomocisteinemia 0 - 1 1,3

+ AL 0 - 1 1,3

+ Deficiéncia de PS + Deficiéncia de AT 5 5,0 0 -

+ Hiperhomocisteinemia + FVL heterozigoto 1 1,0 0 -

+ aCL IgG + hiperhomocisteinemia 1 1,0 0 -

aCL IgG + Deficiéncia de PS 1 1,0 1 1,3
+ Deficiéncia de AT 0 - 1 1,3

+ Hiperhomocisteinemia 1 1,0 0 -

+ AL 1 1,0 0 -

+ Anti - B,GPI 0 - 1 1,3

AL + Deficiéncia de PS 1 1,0 1 1,3
+ Deficiéncia de AT 2 2,0 3 3,8

+ Hiperhomocisteinemia 3 3,0 1 1,3

+ Deficiéncia de AT + Hiperhomocisteinemia 1 1,0 0 -

Anti- $,GPI + Hiperhomocisteinemia 1 2,0 1 1,3
+ Deficiéncia de PS + Deficiéncia de AT 1 1,0 0 -

Deficiéncia de PC ~ + Deficiéncia de PS 2 2,0 2 2.5
+ Deficiéncia de AT 0 - 1 1,3

+ Deficiéncia de PS + Deficiéncia de AT 2 2,0 0 -

+ Deficiéncia de AT + Hiperhomocisteinemia 0 - 1 1,3

Deficiéncia de PS  + Deficiéncia de AT 5 5,0 3 3.8
+ FVL heterozigoto 1 1,0 0 -

+ Hiperhomocisteinemia 1 1,0 0 -

Total (32/100) 32,0 (21/80) 26,3
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O anticorpo anticardiolipina foi encontrado em 21% das pacientes pertencentes ao
grupo AB, sendo que 15% possuiam anticorpo tipo IgM e 6% possuiam anticorpo tipo IgG.
No grupo CO 7,5% possuiam anticorpo anticardiolipina, sendo 3,7% do tipo IgM e 5,0% do
tipo IgG.

O anticoagulante lipico foi encontrado em 20% das gestantes do grupo AB e em
16,3% das pacientes do grupo CO. A presencga de anticorpos anti-B,GPI foi identificada em
3% das gestantes pertencentes ao grupo AB e em 2,5% das gestantes pertencente ao grupo
CO.

A deficiéncia de PC foi detectada em 8,0% no grupo AB e em 5,0% no grupo CO. Da
mesma forma, a deficiéncia de PS foi verificada em 31,0% das gestantes com historico de
abortamentos e perdas fetais e em 17,5% das gestantes de comparacao.

A deficiéncia de AT esteve presente em 25,0% no grupo AB e em 20,0% no grupo
CO. Foi encontrada hiperhomocisteinemia em 15,0% das gestantes com historico de
abortamentos e perdas fetais e em 11,3% das gestantes de comparacao

A mutacdo no gene do fator V (fator V Leiden) foi encontrada somente em sua forma
heterozigotica, em 2% das gestantes do grupo AB e nenhuma gestante do grupo CO possuia a
referida mutacdo no gene do fator V.

A distribui¢do das trombofilias hereditarias e presenca de anticorpos antifosfolipides

entre as gestantes de ambos os grupos pode ser observada na tabela 5.4.
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Tabela 5.4 - Distribui¢do das trombofilias hereditarias e anticorpos antifosfolipides entre os

dois grupos de estudo.

Grupo AB Grupo CO
() (%) (n) (%)
aCL IgM 15 15,0 3 3,7
aCL IgG 6 6,0 4 5,0
AL 20 20,0 13 16,3
Anti-B,GPI 3 3,0 2 2,5
Deficiéncia de PC 8 8.0 4 5,0
Deficiéncia de PS 31 31,0 14 17,5
Deficiéncia de AT 25 25,0 16 20,0
Hiperhomocisteinemia 15 15,0 9 11,3
Fator V de Leiden
Heterozigoto 2 2,0 0 -
Homozigoto 0 - 0 -

Verificou-se associagdo significativa (p<0,05) entre a presenga de trombofilias
hereditarias e a ocorréncia de abortamentos recorrentes e perdas fetais (Grupo AB), conforme
observado na tabela 5.5. Houve associagao significativa deste grupo com a identificagdo de
anticorpos antifosfolipides (Tabela 5.6). Também observou-se associacdo da presenca de
trombofilias hereditarias juntamente com a presenca de anticorpos antifosfolipides e a

ocorréncia de abortamentos recorrentes e perdas fetais (tabela 5.7)



60

Tabela 5.5 — Associacdo entre a presenga de trombofilias hereditarias e historia pregressa de

abortamentos e perdas fetais

Grupo AB — Abortamento

recorrente e perdas fetais* TOTAL
Trombofilias SIM NAO
n % n % n %
Presente 60 60,0 35 43,8 95 52,8
Ausente 40 40,0 45 56,2 85 47,2
Total 100 100,0 80 100,0 180 100,0

* Teste Qui-Quadrado p=0,043 OR= 1,93 1C95%=1,02 - 3,66

Tabela 5.6 — Associacdo entre a presenca de anticorpos anticardiolipina e historia pregressa

de abortamentos e perdas fetais.

Grupo AB — Abortamento

recorrente e perdas fetais*® TOTAL
AAF SIM NAO
n % n % n %
Presente 42 42,0 21 25,0 62 34,4
Ausente 58 58,0 59 75,0 118 65,6

Total 100 100,0 80 100,0 180 100,0

* Teste Qui-Quadrado p=0,04 OR= 2,03 1C95%=1,03 - 4,05
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Tabela 5.7 — Associacdo entre a presenca de trombofilias hereditarias e anticorpos

anticardiolipina e historia pregressa de abortamentos e perdas fetais.

Grupo AB — Abortamento

recorrente e perdas fetais* TOTAL
Trombofilias e AAF SIM NAO
N % n % n %
Presente 82 82,0 46 57,5 128 71,1
Ausente 18 18,0 34 42,5 52 28,9
Total 100 100,0 80 100,0 180 100,0

* Teste Qui-Quadrado p=0,0005 OR= 3,37 IC95%=1,63 — 7,01
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6 DISCUSSAO

Abortamentos recorrentes acometem aproximadamente 12% a 15% das gestacOes
clinicamente diagnosticadas e afeta 2% da populacdo em idade reprodutiva (SCHEIVE et al.,
2003; MEDEIROS, 2001). Estudos indicam que o risco de novo episédio de abortamento
localiza-se em torno de 24% a 29,6% em mulheres com histérico de um abortamento anterior,
30% a 36,4% ap0s trés casos, e 40% a 50% apos quatro episddios de abortamento (SCHUST,
HILL; 2005; COUTO et al., 2005; MATAR et al., 2003; BARINE et al., 2000).

A presenca de anticorpos antifosfolipides identificados em 42% das gestantes do
grupo AB da presente casuistica, estd em acordo com a literatura, no qual Piura et al., (1991)
e Balash et al., (1990) relatam valores em torno de 20% a 40% em pacientes cujo histérico
obstétrico é ruim. O valor encontrado pelo presente estudo vem ao encontro do resultado
obtido por Vora et al., (2008), onde 42,6% das pacientes do grupo de estudo apresentaram
presenca de anticorpos antifosfolipide. Entretanto, Costa et al., (2005) relatam frequéncia de
anticorpos antifosfolipides em 28% das gestantes com historico de perdas gestacionais,
resultado este abaixo do encontrado na presente casuistica.

A frequéncia de anticorpos anticardiolipina IgM e 1gG foi encontrada em 21% das
pacientes, resultado este inferior aos apresentados por Vora et al., (2008), onde a frequéncia
destes mesmos anticorpos foi verificada em 27,9% das gestantes estudadas. Entretanto, Costa
et al., (2005), demonstrou resultado semelhante ao apresentado neste trabalho, onde a
frequéncia de anticorpos anticardiolipina IgM e IgG foi de 23%. Quando se compara 0S
isotipos IgM e IgG observa-se uma inversdo na frequéncia deste, pois 0 mais prevalente
anticorpo anticardiolipina encontrado na presente casuistica foi o isotipo IgM, presente em
15% das pacientes, e o isotipo 1gG foi encontrado em 6% das gestantes. Nos resultados
obtidos por Costa et al., (2005), verificou-se maior frequéncia do isotipo 1gG (18%) e o
isotipo IgM foi encontrado em apenas 6% da amostra. Os valores demonstrados por Rai et
al., (1995a) foram inferiores aos encontrado por este estudo, sendo a frequéncia de aCL IgM
de 3,3% e de aCL 1gG de 2,2%. Esta variacdo pode ser explicada devido ao fator racial, visto
que h& grande miscigenacdo em nosso pais, e as caracteristicas raciais, variam de acordo com

os locais onde se realizaram os diversos estudos.
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A frequéncia de AL no presente estudo foi de 20%, valor este superior ao observado
na literatura, cuja frequencia varia de 5 a 11% (VORA et al., 2008; COSTA et al., 2005; RAI
et al., 1995a; BALASCH et al.,, 1990). Deve-se destacar que a grande variacdo na
metodologia dos estudos pode dificultar a conclusdo quanto a verdadeira frequéncia do AL
em gestantes com ocorréncia de abortamentos de repeticdo, perdas fetais e outras
complicagdes obstétricas.

Para o diagnostico de SAAF, os ensaios laboratoriais para deteccdo de anticorpos anti-
B>GPI sdo mais sensiveis, quando comparado a deteccdo isolada de aCL(ALIJOTAS-REIG et
al., 2008). Considerando a existéncia do anticorpo anti-B,GPI, em gestantes negativas para a
presenca de aCL, dentro do grupo com abortamentos recorrentes e perdas fetais, nota-se, no
presente estudo que o mesmo pode identificar pacientes adicionais. Mezzesimi et al., (2007),
verificaram que 49% das gestantes que evoluiram para perdas fetais possuiam niveis séricos
do anticorpo anti-B,GPI, concluindo deste modo que a presenga deste anticorpo esta associada
ao aumento do risco para abortamentos. Entretanto ndo podemos inferir com base nos
resultados para a presenca do anticorpo anti-,GPI encontrados, que a presente pesquisa esta
de acordo com esta conclusdo, considerando que diversas pacientes nao realizaram o exame
para detectar a presenca de anti-B,GPI, assim, presumi-se que a presenca deste anticorpo
deveria ser mais elevada.

A frequéncia de anticorpos anti-B,GPI encontrada por Mezzesimi et al., (2007) e Vora
et al., (2008), em seus estudos, foram de 36,6% e 12,2% respectivamente. Este valor ¢
superior ao observado nesta pesquisa, o qual demonstrou 3,0% de frequencia em pacientes
com abortamentos recorrentes e perdas fetais.

A presente casuistica demonstra que as trombofilias hereditarias estavam presentes em
60% das pacientes do grupo de estudo, configurando associacdo significativa entre a presenca
de trombofilias hereditarias e a ocorréncia de ma histéria obstétrica deste grupo. Varios
estudos demonstram que a presenga de trombofilias hereditarias, esta incluida como fator de
risco para resultados adversos durante a gestagdo (VAN DER MOLEN et al., 2000;
KUPFERMINC et al., 1999; PRESTON et al., 1996).

Dentre as trombofilias hereditarias, as deficiéncias de PS, AT e PC foram as mais
frequentes no presente trabalho. Em diversos estudos a frequéncia de deficiéncias de PC e PS
¢ controversa. Tranquili et al., (2004) relatam a presenca de deficiéncia PC em 45,1% das

gestantes com algum tipo de patologia e 8,3% das gestantes normais apresentaram resultado
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positivo. J& a deficiéncia de PS ndo foi relatada em nenhuma paciente. Many et al., (2002),
ndo relataram a presenca de deficiéncia de PC em nenhuma paciente estudada, porém
deficiéncia de PS em gestantes com morte fetal intra-uterina inexplicada foi de 7,5%. Raziel
et al., (2001) atribuiram a deficiéncia de PC e PS frequéncia de 55% e 10,0%
respectivamente. Aceita-se a possibilidade de que as pacientes estudadas que possuam
deficiéncia destas proteinas e, portanto, desenvolvam abortos de repeticdo e perdas fetais
devido a ocorréncia de trombose no leito de implantacdo placentéria. Esta hipGtese pode ter
sido corrobada pelo presente estudo, considerando o achado de 31,0% para a presenca de
deficiéncia de PS e 8,0% de frequéncia de deficiéncia de PC, em gestantes com historico de
abortamentos recorrentes e perdas fetais.

Ndo se pode afirmar que as pacientes que apresentaram deficiéncia de PC séo
portadoras de deficiéncia herdada, uma vez que a gravidez é um estado de
hipercoagulabilidade, no qual ha aumento de fatores da coagulagcdo e diminuicdo simultanea
dos anticoagulantes naturais e das proteinas de fibrindlise (CUNNINGHAM et al, 2005).
Estas modifica¢Ges sdo importantes para minimizar o risco de perdas sanguineas, aumentando
assim, a ocorréncia de fendmenos tromboembdlicos. Todavia, considerando que ndo foram
realizadas dosagens subsequentes dos anticoagulantes naturais, sugere-se que estas
deficiéncias possam ser transitorias, fato relatado na literatura (HOJO et al; 2008; ADACHI,
2005; PAIDAS et al., 2005; LOCKWOOD, 2002).

Verificou-se a frequéncia da deficiéncia de AT em 25% das pacientes que possuiam
historico de abortamentos de repeti¢éo e perdas fetais, valor mais elevado quando comparado
a frequéncia desta trombofilia em pacientes com fenémenos tromboembolicos, em que a taxa
desta deficiéncia foi 2,3% (DE STEFANO et al., 2006). Estudos em pacientes com ma
historia obstétrica ndo encontraram a presenca de casos de deficiéncia de AT (TRANQUILLI
et al., 2004; MANY et al.,, 2002; RAZIEL et al., 2001). Tal resultado é contraditorio a
presente casuistica. Preston et al., (1996) demonstraram que a deficiéncia de AT pode estar
relacionada a ocorréncia de abortamentos e perdas fetais.

Quando observa-se detalnadamente os casos de deficiéncia de AT, no presente estudo,
nota-se além do histérico anterior de abortamentos recorrentes, situagdes que sugerem a
presenca de insuficiéncia placentéria, com génese de RCIU e nascimentos pré-termo

De acordo com os dados deste trabalho, pode-se inferir que deficiéncias de

anticoagulantes naturais (PC, PS, AT) estéo relacionadas com a ocorréncia de abortamentos
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de repeticdo e perdas fetais. Tal fato contrapde-se a literatura na qual de Santis et al, (2006)
afirmam que a relacdo entre a ocorréncia de abortamentos de repeti¢cdo ndo esta claramente
associada com a presenca de deficiéncias e PC e AT.

Na populacdo estudada, destaca-se a existéncia de algumas caracteristicas que as
tornam diferente das populacgdes analisadas por outros autores. A miscigenacéo racial poderia
induzir a caracteristicas genéticas ndo encontradas em popula¢des analisadas na literatura
quanto a presenca de trombofilias (DE STEFANO et al., 2006; TRANQUILLI et al., 2004;
MANY et al., 2002; RAZIEL et al., 2001; PRESTON et al., 1996).

A hiperhomocisteinemia esta consagrada como um dos fatores de risco para a presenca
de doenca vascular periférica e doenca arterial coronariana (MAYER et al., 1996; GRAHAM,
etal., 1997). No entanto em 2008, Lijfering et al., estudando 1052 individuos com parentesco
de pacientes com histérico de trombose venosa ou arterial, concluiram que a
hiperhomocisteinemia ndo é fator de risco para trombose venosa ou arterial. Alguns autores
afirmam que a sua presenca esta associada com a ocorréncia de complicagcfes na gravidez, tais
como descolamento prematuro de placenta, infartos placentarios, morte fetal intrauterina, pré-
eclampsia grave e RCIU grave. (LIN; AUGUST, 2005; MONGA; DOYLE, 2004;
LOCKWOOD, 2002). Entretanto Nelen et al., (2000), em meta-analise, se contrapfe a
associacdo de hiperhomocisteinemia e a ocorréncia de abortos recorrentes.

No presente estudo a presencga de hiperhomocisteinemia foi encontrada em 15,0% das
pacientes com abortamentos de repeticdo e perdas fetais, valor este abaixo do apresentado por
Sikora et al., (2007), cujo trabalho avaliou mulheres com abortos de repeti¢cdo encontrando
hiperhomocisteinemia em 26,7% e niveis reduzido de folato plasmatico.

A associacgdo entre a presenca de mutagdo no gene da MTHFR, e outras mutacdes, ndo
estd completamente definida na literatura. Alguns autores afirmam que a presenca de
polimorfismos genéticos, como causadores da hiperhomocisteinemia, poderiam ser 0s
responsaveis pela ocorréncia de complicagdes obstétricas (ANANTH et al., 2007a; COUTO
et al., 2005; KUPFERMINC et al., 1999). Todavia outros autores relataram resultados
diferentes. A presenca de homozigose para mutagdo na enzima betaina homocisteina metil
transferase (BHMT) est& associada com o aumento do risco de descolamento prematuro de
placenta (ANANTH et al., 2007b). Couto et al., (2005) encontraram a forma heterozigética
da enzima MTHFR com maior frequencia em mulheres com abortamentos recorrentes

(53,4%) quando comparados a mulheres normais (29,5%).
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A presenca de mutacdo no gene da enzima MTHFR em pacientes com abortamentos
de repeticdo, avaliada por Cardona et al., (2008), ndo demonstrarou elevagcdo nos niveis
plasmaticos de homocisteina tdo pouco fator ser desencadeante para a ocorréncia deste
evento. Ananth et al., (2007a), estudando 195 casos de descolamento prematuro de placenta
ndo verificaram associagdo entre a presenga de homozigose ou heterozigose em variantes do
MTHFR e a ocorréncia da referida complicagdo. A presenca de pré-eclampsia ndo esteve
associada a mutacdes nos genes das enzimas CBS, MS, MTHFR e metionina sintetase
redutase (MSR) no estudo conduzido por Also-Rallo et al., (2005).

Deve-se salientar que todas as pacientes participantes do presente estudo, recebiam
suplementacdo de acido folico antes da realizagdo da dosagem de homocisteina plasmatica.
Este fato pode ter colaborado para a reducdo do numero de pacientes com
hiperhomocisteinemia, visto que Uehara et al., (2005) sugere a suplementagdo combinada de
folato, piridoxina e cobalamina para promover a redug¢do dos niveis de homocisteina
plasmatica sendo a suplementacdo com folato isoladamente ¢ mais eficiente.

Quando rastreou-se a presenca do FVL, encontrou-se frequéncia de 4,0% da mutagio
na populacdo estudada. A literatura mostra divergéncias quanto a importancia do FVL na
ocorréncia de complicagdes obstétricas. Alguns estudos relatam que a presenca dessa mutagao
esta relacionada a ocorréncia de complicacdes obstétricas (KARAKANTZA et al., 2008;
TOTH et al., 2008; DUDDING; ATIA, 2004; REY et al., 2003; REZNIKOFF-ETIEVANT et
al.,, 2001). Entretanto, outros autores nao afirmam claramente a existéncia de associagdo
entre o FVL e complicacdes obstétricas (PASQUIER et al., 2009; ALTINTAS et al., 2007;
DUSSE et al., 2007).

Pasquier et al., (2009), afirmam ndo haver qualquer relagdo entre a presenca de FVL
materno e paterno e a ocorréncia de perdas gestacionais inexplicadas, pois em estudo com 284
casais alocados como pacientes estudo e 297 casais controle, ndo houve diferenca
significativa entre a presenga de FVL e a ocorréncia de perdas gestacionais. Entretanto, Toth
et al., (2008), em estudo com 151 casais com abortos de repeticdo e 157 casais controle,
indicaram que a presenga de FVL em mulheres com historico de abortamentos de repeticao
podem influenciar no resultado gestacional. Em contrapartida, a predisposi¢do a mutacio
genética no fator V do parceiro ndo pareceu ser fator de risco para abortos de repeticao.

Karakantza et al., (2008), estudando trombofilias hereditarias em gestantes, observaram

que 7,3% das gestantes que apresentaram complicacdes obstétricas durante a gestacdo atual
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eram heterozigotas para a presenga de FVL e 7,3% das gestantes com histérico de
complicagOes gestacionais também possuiam essa mutacdo. N&o foi relatado nenhum caso de
homozigotia entre as gestantes estudadas.

Em outro estudo a presenga do FVL foi observada em 20,5% de gestantes com abortos
de repeticdo, entre as quais 18,2% eram heterozigotos e 2,3% homozigotos e em 12,8% das
gestantes com apenas um aborto espontaneo e mais de uma gestacdo bem sucedida (GLUECK
et al., 2008).

Os valores para a presenca de FVL, apresentados na literatura, sdo superiores ao
observado no presente estudo, onde foi encontrado a presenca de FVL na forma
heterozigdtica em 2,0% das pacientes com abortamentos recorrentes e perdas fetais, e nenhum
caso de homozigotia. Entretanto, nem todas as pacientes realizaram o exame para verificar a
presenca de mutacdo no fator V, este fato pode ter contribuido para o registro do pequeno
namero de casos.

Em revisdo sistematica, publicada em 2006, Robertson et al. avaliaram a correlacéo
existente entre o aborto e presenca de trombofilias. Foram selecionados 35 estudos,
compostos por 7167 pacientes com abortos e 15 estudos totalizando 4038 pacientes com
perdas fetais. Estes resultados revelaram a existéncia de uma ligacdo estatisticamente
significante com trombofilias hereditarias e presenca de anticorpos antifosfolipides.

Dados da literatura sdo contraditérios, quanto a associacdo dae a presenga de
trombofilias hereditarias e adquiridad e a ocorréncia de ma histéria obstétrica. Alguns autores
mostraram que existe associacdo (KARAKANTZA et al.,, 2008; VORA et al., 2008;
CARDONA et al., 2008; MEZZESIMI et al., 2007; COSTA et al., 2005), o que esta de
acordo com os resultados obtidos no presente estudo. Enquanto outros estudos revelaram a
inexisténcia de associacdo entre a presenga de trombofilias e ocorréncia de complicacbes
obstétricas (SOTIRIADIS et al., 2007; DE SANTIS et al., 2006; KRABBENDAM et al.,
2005).

Na figura 6.1 verifica-se um comparativo entre os trabalhos que demonstraram ou nédo

concordancia com o presente estudo.
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Trabalhos com concordéancia

Trabalhos sem concordancia

Ananth et al., (2007a)
August; Lin, (2005)
Cardona et al., (2008)
Costa et al. (2005)
Couto et al., (2005)
Dudding; Atia, (2004)
Glueck et al., (2008)
Hojo et al., (2008)
Karakantza et al., (2008)
Kupferminc et al., (1999)
Many et al., (2002)
Mezzesimi et al., (2007)
Monga; Doyle (2004)
Nelen et al., (2000)
Raziel et al., (2001)
Resnikoff-Etiévant et al., (2001)
Rey et al., (2004)
Robertson et al., (2006)
Sikora et al., (2007)
Toth et al., (2008)
Tranquilli et al., (2004)
Vora et al., (2008)

Also-Rallo et al., (2005)
Altintas et al., (2007)
Ananth et al., (2007b)

De Santis et al., (2006)
Dusse et al., (2007)
Krambendann et al., (2005)
Lijfering et al., (2008)
Pasquier, et al., (2009)
Raziel et al., (2001)
Sotiriades et al., (2007)

Figura 6.1 - Comparativo entre os trabalhos que apresentaram ou ndo concordancia

com os resultados da presente pesquisa.

Em estudos nacionais sobre este tema, encontramos alguns trabalhos de relevancia,

entre os quais, Couto et al., (2005), com metodologia semelhante, avaliaram apenas pacientes

com abortamentos recorrentes, diferenciando-se

da presente pesquisa, cuja metodologia

trabalha com abortamentos recorrentes, perdas fetais e outras complicagdes obstétricas. Outro

estudo relevante foi realizado por Costa et al., (2005), que avaliaram apenas a presenga de
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anticorpos antifosfolipides em gestantes com abortos de repeticdo. Em 2008, Dusse et al.,
avaliaram a presenca de fatores trombofilicos em gestantes com historico de pré-eclampsia,
no entanto esta metodologia envolveu apenas trombofilias proveniente de mutagdes genéticas.
Entre os trabalhos internacionais, ndo encontramos estudos com metodologia ampla e
abrangente tal qual a desenvolvida na presente proposta. As principais publicagdes
internacionais sobre o assunto sdo por base apenas a demonstracdo de trombofilias derivadas
de mutagdes genéticas, como os trabalhos de Pasquier et al., (2009), Toth et al., (2008)
Glueck et al., (2008) e Altintas et al., (2007) os quais diferem do presente trabalho (Figura

6.2).

Fonte

Trombofilias pesquisadas

Alijotas-Reig et al., (2008)
Also-Rallo et al., (2005)

Altintas et al., (2007)
Ananth et al., (2007a)

Ananth et al., (2007b)
Cardona et al., (2008)
Costa et al., (2005)

Couto et al., (2005)

De Santis et al., (2006)

De Stefano et al., (2006)
Dudding; Atia, (2004)

Dusse et al., (2007)

Glueck et al., (2008)
Hojo et al., (2008)

Karakantza et al., (2008)
Krambendann et al., (2005)

Kupfermine et al., (1999)

anti — B2GPI, AL, aCL IgM e IgG

Mutagoes nos genes das enzimas cistadiona [ sintetase,
(CBS), metionina sintetase (MS), metionina sintetase
redutase (MSR) e MTHFR

Mutagdo no gene da protrombina e fator V Leiden
Mutagoes no gene da enzima MTHFR

Mutagoes nas enzimas MSR e BHMT e presenca de
hiperhomocisteinemia

Mutagdo na enzima MTHFR e niveis plasmaticos de
homocisteina

anticorpos antifosfolipides (AL, aCL IgM e IgG)
Deficiéncia de PS, PC, AT, hiperhomocisteinemia, Mutagoes
no fator V Leiden, gene da protrombina e na enzima
MTHEFR e presenga de anticorpo anticardiolipina e
anticoagulante lupico.

Deficiéncia de PS, PC, AT, hiperhomocisteinemia, Mutagoes
no fator V Leiden, gene da protrombina e na enzima
MTHEFR e presenga de anticorpo anticardiolipina e
anticoagulante lupico.

Deficiéncia de PS, PC e AT.

Fator V Leiden

Mutagdes no fator V Leide, gene da protrombina e enzima
MTHFR

Mutagdo do fator V Leiden

PS

Mutagdes no fator V Leiden, gene da protrombina e enzima
MTHFR

Hiperhomocisteinemia, mutagdo no gene da enzima
MTHEFR, deficiéncias de PC, PS E AT e fator V Leiden
Deficiéncia de PS, PC e AT, presenga de anticorpo
anticardiolipina e anticoagulante lupico.
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Homocisteinemia

Homocisteinemia

Deficiéncias de PC, PS e AT, hiperhomocisteinemia e
mutac¢do no FVL.

Mutagdes no fator V Leiden, gene da protrombina e na
enzima MTHFR, deficiéncias de PC, PS e AT.

Anticorpos antifosfolipides (aCL IgM e IgG, AL, anti —
B2GPI)

Deficiéncia de PS, PC e AT, hiperhomocisteinemia
Hiperhomocisteinemia

Mutagdes no fator V Leiden e gene da protrombina
Mutagdes no fator V Leiden, gene da protrombina e na
enzima MTHFR, deficiéncias de PC, PS e AT.

Fator V (Leiden), mutagdo no gene da protrombina, mutagio
na enzima MTHFR, deficiéncia de PC, PS ¢ AT e AL.

Fator V Leiden

Hiperhomocisteinemia, mutagdo no gene da enzima
MTHEFR, deficiéncias de PC, PS e AT e fator V Leiden
hiperhomocisteinemia

Fator V (Leiden), mutagdo no gene da protrombina, mutagio
na enzima MTHFR.

Mutagdes no fator V Leiden, gene da protrombina e enzima
MTHFR

Fator V (Leiden), mutagdo no gene da protrombina, mutagio
na enzima MTHFR, deficiéncia de PC, PS ¢ AT e AL.
Hiperhomocisteinemia, deficiéncias de PC, PS e AT
anticorpos antifosfolipides (AL, aCL IgM e IgG, anti —
B2GPI e anti-anexina V)

Figura 6.2 — Principais fontes e trombofilias pesquisadas utilizadas na presente
pesquisa.

Devido a grande importancia de se apresentarem novas perspectivas que amenizem o
sofrimento de tantas familias, as quais ndo conseguem chegar ao fim de uma gestagdo com
bons resultados perinatais, e o impacto socioeconémico que a ocorréncia de complicagdes
obstétricas causam, este trabalho vem incentivar novas pesquisas cientificas, visto o grande
interesse que este assunto desperta na comunidade cientifica mundial. Embora exista
condutas a serem seguidas em casos confirmados de trombofilias e SAAF, este estudo aponta

para a necessidade de implementar, na rede publica de saude, um protocolo padrdo para
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rastreamento de trombofilias e SAAF, ampliando os cuidados, além da distribuicdo gratuita

dos medicamentos para as gestantes portadoras destas patologias.
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7 CONCLUSOES

a.

1) Verificou-se associagao significativa entre a presenca de trombofilias hereditarias e
a ocorréncia de abortamentos recorrentes e perdas fetais;

2) Verificou-se associacdo significativa entre a presenga de anticorpos antifosfolipides
e a ocorréncia de abortamentos recorrentes e perdas fetais;

3) Verificou-se associagdo significativa entre a presenga de trombofilias hereditarias e

adquiridas e a ocorréncia de abortamentos recorrentes e perdas fetais;

1) A frequéncia de anticorpos anticardiolipina IgM encontrada em gestantes com
historico de abortamentos recorrentes e perdas fetais foi de 15,0% e em gestantes do
grupo de comparacao foi de 3,7%;

2) A frequéncia de anticorpos anticardiolipina IgG encontrada em gestantes com
historico de abortamentos recorrentes ¢ perdas fetais foi de 6,0% e em gestantes do
grupo de comparagao foi de 5,0%;

3) A frequéncia de anticoagulante lipico encontrada em gestantes com historico de
abortamentos recorrentes e perdas fetais foi de 20,0% e em gestantes do grupo de
comparacao foi de 16,3%;

4) A frequéncia de anticorpos anti — B2 glicoproteina I encontrada em gestantes com
historico de abortamentos recorrentes e perdas fetais foi de 6,0% e em gestantes do

grupo de comparacao foi de 2,5%;

1) A frequéncia de deficiéncia de proteina C encontrada em gestantes com historico de
abortamentos recorrentes ¢ perdas fetais foi de 8,0%; e, em gestantes do grupo de
comparacao foi de 5,0%;

2) A frequéncia de deficiéncia de PS encontrada em gestantes com historico de
abortamentos recorrentes e perdas fetais foi de 31,0% e em gestantes do grupo de

comparacao foi de 17,5%;
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3) A frequéncia de deficiéncia de AT encontrada em gestantes com histérico de
abortamentos recorrentes e perdas fetais foi de 25,0% e em gestantes do grupo de
comparacdo foi de 20,0%;

4) A frequéncia de hiperhomocisteinemia encontrada em gestantes com histérico de
abortamentos recorrentes e e perdas fetais foi de 15,0% e em gestantes do grupo de
comparacdo foi de 11,3%;

5) A frequéncia de mutacdo no fator V (Leiden) encontrada em gestantes com
historico de abortamentos recorrentes e perdas fetais foi de 4,0% e ndo se encontrou

mutacdo do fator V (Leiden) em gestantes do grupo de comparagéo.
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APENDICE

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

A Sra. estd sendo convidada para participar, como voluntaria, em uma pesquisa,
realizada pelo departamento de ginecologia e obstetricia da faculdade de medicina da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, juntamente com a proé-reitoria de pesquisa e
pos-graduacdo, sob orientacdo do Professor Doutor Ernesto A. Figueird-Filho. O referido
trabalho realizado de acordo com as normas para iniciacdo cientifica fixadas pelo
CNPg/UFMS, tendo o objetivo estudar os casos de gestantes portadoras de Lupus Eritematoso
Sistémico ou com abortamentos recorrentes, pré-eclampsia e dbitos fetais e sua associagdo a
presenca de Anticorpo Antifosfolipides e Trombofilias entre as gestantes do Ambulatério de
Gestagdo de Alto Risco. O Lupus Eritematoso Sistémico € uma doenca auto-imune, sistémica
e inflamatéria com a producdo de anticorpos contra o proprio organismo. Os anticorpos
antifosfolipides sdo anticorpos que reagem contra as células do proprio organismo.
Trombofilia é um termo que inclui situagbes associadas com o aumento da coagulagdo
sangiinea. A presenca de anticorpos antifosfolipides e trombofilias estd relacionada a
tromboses de veias ou arterias, e complicagdes obstétricas como perdas fetais recorrentes,
morte fetal inexplicada no segundo e terceiro trimestres de gestacdo e pré-eclampsia. A
trombose é a formacdo de codgulo sangiiineo nas veias. A ocorréncia de pré-eclampsia é
caracterizada pelo desenvolvimento do aumento da pressao arterial, presenca de proteinas na
urina e edema a partir da 20° semana de gestacdo. Com este estudo saberemos a taxa de
mulheres que apresentam os anticorpos antifosfolipides e risco para trombofilias, assim pode-
se estabelecer medidas para evitar complica¢cdes durante a gestacdo. A Sra estd sendo
convidada a participar por ser portadora de LUpus Eritematoso Sistémico ou ter historia de
abortamentos recorrentes ou perdas fetais em gestacOes anteiores e/ou ter desenvolvido pré-
eclampsia durante a atual gestagdo. Em pacientes portadoras de Lupus Eritematoso Sistémico
(LES) pode ocorrer complicacdes devido a presenga dos anticorpos antifosfolipides que séo
encontrados normalmente em pacientes que possuem esta doenga. As pacientes que possuem
histéria de abortamento recorrente e perdas fetais onde as causas ndo foram descobertas,
podem possuir a presenga de anticorpos antifosfolipides e ou fatores para trombofilias, que
podem ser a causa para a ocorréncia de abortos ou Obitos fetais, podendo quando
diagnosticado a presenca destes anticorpos e de fatores para trombofilia evitar novos casos.
As pacientes portadoras de fatores para trombofilia possuem risco de complicactes durante a
gestacdo oito vezes maior que pacientes ndo portadoras de fatores para trombofilia. A Sra sera
solicitada a realizar alguns exames especificos para detectar a presenca de Anticorpos
Antifosfolipides e Trombofilias, onde um dos exames sera para a verificacdo de um dos
fatores para a ocorréncia de trombose, onde sera feito uma pesquisa genética especifica para a
deteccdo deste fator. Esta pesquisa é necessaria, pois, ndo existe nenhum outro método para a
identificacdo desta deficiéncia (a pesquisa genética é exclusivamente para a detec¢cdo de um
dos fatores para o risco de trombofilia). O sangue coletado serd utilizado Unica e
exclusivamente para as dosagens deste projeto. Caso seja encontrada qualquer alteragcdo nos
exames realizados para este estudo, a Sra serd comunicada e receberd toda orientacdo e
acompanhamento necessario, poderé optar por intervencdo meédica caso haja risco para Sra
e/ou para o bebé. N&o ha nenhum risco para a Sra ou para o bebé, neste estudo. Sua
participacdo é voluntaria e caso ndo concorde ndo precisard responder as perguntas. Se
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concordar em participar no estudo, manteremos sigilo absoluto de sua identidade,
interessando apenas as informagdes recebidas. Voc€ respondera a algumas perguntas e
usaremos as informagdes anotadas no seu prontuario médico. Também poderemos solicitar os
exames que vocé realizou durante o pré-natal. Se vocé concordar em participar do estudo, seu
nome ¢ identidade serdo mantidos em sigilo. O beneficio que a Sra. obterd com este projeto
sdo: podera ser diagnosticado um dos fatores para complicagdes durante a gravidez, onde a
Sra. recebera o atendimento médico necessario para que evitar qualquer problema durante a
gestacdo. A qualquer momento a Sra podera deixar de participar do estudo ou solicitar que
seus dados sejam retirados, bastando apenas entrar em contato com Dr. Ernesto pelo fone
(67)3345-3138 as sextas-feiras das 13h as 17h. Nao ocorrendo perda de nenhum beneficio ao
qual a Sra tenha direito, nem deixard de ter o atendimento pelo Sistema Unico de Saude
(SUS).

Este termo esta sendo redigido em duas vias, onde uma via ficara com a paciente e outra
com o pesquisador.

Prof. Dr. Ernesto Antonio Figueir6 Filho - Fone: (67)3345-3138

Comité de Etica em Pesquisa com seres Humanos — CEP - 33457187

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO

Eu, , portadora do RG
n° e CPF n° abaixo assinado,
concordo em participar do estudo: ASSOCIACAO ENTRE A PRESENCA DE
TROMBOFILIAS ADQUIRIDAS E HEREDITARIAS E A OCORRENCIA DE
ABORTAMENTOS RECORRENTES, PERDAS FETAIS E OUTRAS
COMPLICACOES OBSTETRICAS. Declaro ainda que fui devidamente informada e
esclarecida pelo pesquisador
sobre os objetivos da pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido o direito de, a
qualquer momento, retirar meu consentimento de participagdo, sem que tal medida me
penalize ou interrompa os meus direitos de acompanhamento, assisténcia e tratamento no
Sistema Unico de Satde.

Local, Data e Assinatura



96

APENDICE B - PROTOCOLO DE ESTUDO

Dados de Identificagio Pessoal: N° Prontuério HU:
Iniciais: Idade: Raga:

Histdria da Gestacdo Atual

Gesta  Para  Aborto DUM_ / / PDP__ / / ;

Intercorréncias clinicas, obstétricas e fetais associadas (outras infecgdoes, TPP, Anemia,
Amniorrexe prematura, Pré-elampsia, Diabetes gestacional, Candidiase vaginal, LES):

Evolugdo de gestacdes anteriores:

Antecedentes pessoais patologicos:

Uso de Medicamentos:

Exames:
v" Pesquisa de trombofilias adquiridas:
0 ANTI-CARDIOLIPINA IgM
0 Resultado:

0 ANTI-CARDIOLIPINA IgG
0 Resultado:

0 ANTICOAGULANTE LUPICO:
0 Resultado:

0 ANTI-B2-GLICOPROTEINA 1 (B2 GP D)
0 Resultado:

v" Pesquisa de trombofilias hereditarias:
o NIVEIS SERICOS DE PROTEINA C
0 Resultado:

o NIVEIS SERICOS DE PROTEINA S
0 Resultado:

o NIVEIS SERICOS DE ANTITROMBINA
0 Resultado:

o DOSAGEM DE HOMOCISTEINA PLASMATICA
0 Resultado:

0 PESQUISA DE MUTACAO NO GENE DO FATOR V (LEIDEN)
0 Resultado:




ANEXO

ANEXO A — CARTA DE APROVACAO

.Jl'i '\:I
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS b AL
T

Carta de Aprovagdo

A minka assinatura neste documento, atesta gue o protecolo n®  §84 do
Pesquitador  Emesto _Anténio  Figueird  Fillo  intitelado " Associagdo  entre
abortamentos recormentes, pré-eclimpsia ¢ perdas fetais com a presenga de trombofifias e
anticorpos antifosfolipidios em gestantes”, e o sen Termo de Consemtimento Livre e
Eselanecida, foram revisados por este comité e aprovados em reunido ordindria wo dia
17 de maio de 2007, encontrando-se de acorde com as resolupdes normativas do

Ministério da Satde.
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Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da UFMS

Campo Grande, 18 de mato de 2007,
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