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Resumo

O objetivo deste estudo foi correlacionar a presenca de trombofilia hereditaria
com perdas gestacionais. Para isso foram usados dois grupos de mulheres. O
primeiro grupo constou de 42 mulheres do Ambulatério de Hemostasia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas com a
presenca do fator V de Leiden (Grupo 1), e o segundo grupo foi de 94 mulheres
do Ambulatério de Planejamento Familiar, sem a presenca desse fator de
trombofilia hereditaria (Grupo 2). Foi estudada a freqiéncia de perdas
gestacionais em cada grupo, na tentativa de estabelecer uma correlacao entre a
trombofilia e perdas gestacionais, e também com os antecedentes pessoais e
familiares de fenédmeno tromboembolico. A coleta de dados foi feita através de
uma ficha clinica para dados do prontuario, € de um questionario, respondido
por entrevista telefénica. Cerca de 88% das pacientes do Grupo 1 pertenciam a
raga/cor branca e também 59% das mulheres do Grupo 2. O numero de 6bitos
fetais ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa nos dois grupos.
No Grupo 1 as mulheres tiveram 109 gestacdes e no Grupo 2, 223 gestacoes,
evoluindo para abortamento 26% das mulheres do Grupo 1 e 9% das mulheres

do Grupo 2, respectivamente. Nos antecedentes pessoais do Grupo 1
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predominou a ocorréncia de trombose venosa profunda. Ja nos antecedentes
familiares desse grupo houve maior nimero de fendbmenos tromboembdlicos,
inclusive com a ocorréncia de mais de um episédio na mesma pessoa. A
mutacao do fator V de Leiden foi diagnosticada apenas na forma heterozigota e
também diagnosticaram-se trés mulheres com a mutacdo do gene da
protrombina no Grupo 1 na forma heterozigota. Concluimos que a freqiéncia de
abortamento foi significativamente maior nas mulheres portadoras de trombofilia
hereditaria, que essas mulheres apresentam numero elevado de fenémenos

tromboembdlicos nos antecedentes pessoais e familiares de primeira geragao.
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Summary

The aim of this study was to correlate the presence of hereditary thrombophilia
with gestational loss. Two groups of women were studied. First group: 42
women with the presence of the Leiden factor V, which were patients of the
hematology out patient clinics of Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estudual de Campinas (Group 1). Second group: 94 women
without the presence of hereditary thrombophilia, which were patients of the
Ambulatério de Planejamento Familiar (Group 2). The frequency of gestational
loss was studied in each group to establish a correlation between thrombophilia
and gestational loss. Personal and family history of thromboembolic phenomena
were also studied in both groups. The data collection was performed by means
of a clinic index card for handbook data, in addition to a questionnaire answered
through a telephone interview. 88% of the women from Group 1 and 59% of the
women from Group 2 were white. There was no statistical difference in the
number of fetal deaths between the two groups. Group 1 presented 109
pregnancies, 26% of which were abortions. Group 2 presented 223 pregnancies,
9% of which were abortions. In the personal history of Group 1 the occurrence of

deep venous thrombosis was more common than other problems, whereas in
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the familiar history of Group 1 there was higher frequency of thromboembolic
phenomena, with the occurrence of more than one episode in the same person
in comparison with Group 2. The mutation on Leiden factor V was diagnosed in
the heterozygous form exclusively. Three women of Group 1 were also
diagnosed as carriers of prothrombin gene mutation in the heterozygous form.
We conclude that the frequency of abortion and of recurrent abortion was
significantly higher in women with hereditary thrombophilia. These women
present higher number of thromboembolic phenomena in the personal and

family history up to the first generation.
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1. Introducao

A perda gestacional representa um problema na pratica obstétrica atual,
apesar das varias etiologias conhecidas e dos regimes terapéuticos propostos.
A morte do produto da concepgédo na espécie humana é um evento biolégico

muito mais comum do que se acreditava tempos atras (SOUZA, et al., 1999).

Didaticamente, pode-se dividir a perda gestacional em abortamento e
Obito fetal, de acordo com a idade gestacional, peso e estatura fetal, mas ha
divergéncias entre o0s autores na delimitacdo desses parametros. A
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1977) divide os abortamentos em
precoce, quando ocorre abaixo de 12 semanas, e tardio entre 12 e 22 semanas

de gestacao. Sabe-se que cerca de 75% deles sao precoces (ROONEY, 2000).

A OMS define como abortamento espontaneo (AE) o término da gravidez
abaixo de vinte e duas semanas de gestacao ou a expulsdo de um produto de
concepgdo menor que 500 gramas de peso. Aproximadamente 10% a 20% das

gestacdes evoluem espontaneamente para abortamento (ROONEY, 2000).

Em um futuro ndo muito remoto, é provavel que esse limite de 20-22

semanas seja modificado, pois o progresso da neonatologia moderna tem
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permitido a sobrevida de nascituros com idade gestacional cada vez mais

precoces.

Dentro dos abortamentos, chama-se de abortamento espontaneo
recorrente (AER) a histéria reprodutiva de trés ou mais abortos sucessivos
espontdneos. A situagdo é relativamente comum e representa desgaste
emocional para a mulher em sua vida. Desde a Antiglidade, a ciéncia visa
conhecer melhor a etiologia dessa entidade, buscando alternativas terapéuticas
gue possam produzir melhores resultados gestacionais. A literatura mostra uma
incidéncia de AER entre 0,3% a 1% dos casais (RAI et al., 1996). Apds um
primeiro aborto espontaneo (AE), o risco de um segundo é de 18% a 24%, e o
risco de ocorrer um terceiro AE aumenta para 30% a 40% (FARAH & JOFFE,

1999).

Sao reconhecidos diversos fatores envolvidos na etiopatogenia do aborto
espontaneo. Podem ser classificados em fatores ambientais (idade materna,
histéria prévia de AE, tabagismo, alcoolismo), fatores endocrinos (diabetes,
tireoideopatias, insuficiéncia lutea), fatores genéticos (mosaicismo — 44%,
translocacbes — 48%), fatores anatbmicos (defeitos miillerianos, sinéquias
uterinas, incompeténcia istmo-cervical, miomatose), fatores infecciosos e
fatores imunoldgicos (marcadores antifosfolipides, idiopaticos) (WITLIN et al.,
1999). Porém, para alguns autores, a etiologia permanece desconhecida em

aproximadamente metade dos casos de AE (COSTA & COSTA, 1995).
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Na etiologia dos abortos, os fatores ambientais que influenciam na
incidéncia de AE, sabe-se que a medida que avanca a idade materna, as
perdas aumentam. Entre as idades de 30 a 34 anos, é de 15%; entre 35 e 39
anos, é 18%; e atinge 25% em idades acima de 40 anos. O fumo também tem
sido associado com aumento do risco de abortamento eupléide, sendo que para
mulheres que fumam 14 cigarros ou mais, o0 risco aumenta duas vezes,
independentemente da idade materna. A ingesta de bebida alcodlica também

cursa com aumento do numero de abortamento (ROONEY, 2001).

Por sua vez, o fator hormonal é tido como o mais freqlente entre as
possiveis causas de aborto. Nesse grupo incluem-se a insuficiéncia lutea, a
mais comum, o hipotireoidismo, o diabetes melitus, desordens androgénicas e

da prolactina (ROONEY, 2000).

A insuficiéncia do corpo luteo foi descrita em 1949 por Jones que
identificou dois tipos de defeito nessa fase: a produgdo deficiente de
progesterona e a resposta endometrial insatisfatéria a adequada estimulacao da
progesterona. No Ambulatério de Aborto Espontaneo de Repeticdo (AER) do
Centro de Atencao Integral a Saude da Mulher (CAISM) da Universdade
Estadual de Campinas (UNICAMP), a incidéncia foi de 23% a 67% (BARINI et

al., 2000).

A etiologia do abortamento compreende também o fator genético que
incide em 3% a 5% dos casais. A alteracdo mais comum é a translocacao

balanceada, que representa uma aberracado estrutural em um ou nos dois
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parceiros. Pode ser classificada em reciproca ou robertsoniana. No primeiro
caso, ocorre a troca de cromatina entre os dois cromossomos nao homaologos
sem perda de material genético. No segundo caso ocorre ruptura em dois
cromossomos acéntricos, sendo um exatamente abaixo e o outro acima do
centrdmero, seguida pela unido do mesmo. Esta translocacao ocorre com perda
pequena de material genético. Os cromossomos 13 e 14 estdo envolvidos em

58% dos casos da translocagéo robertsoniana (HILL, 1994).

Por sua vez, os fatores anatémicos podem ser congénitos ou adquiridos.
A forma congénita é representada pelas anomalias mullerianas, onde o septo
uterino € a apresentacdo mais comum. A forma adquirida compreende as
sinéquias, leiomiomas, a endometriose e a insuficiéncia istmo-cervical. Os
primeiros disturbios ocasionam alteracao do fluxo sanglineo, decidualizagao
impropria, implantacdo e placentagdo desordenadas e aumento da
contratilidade uterina (HILL, 1994). Por sua vez, a insuficiéncia istmo-cervical,
dentre os fatores anatémicos, tem como possivel fator etiolégico conhecido o
trauma cervical. Este pode ter sido provocado por laceracdes e deformacgdes
anatémicas, principalmente durante o parto, nascimento de fetos
macrossdmicos, uso de forcipe ou partos muito rapidos. Outro evento
frequentemente presente na histéria dessas mulheres é a dilatagdo cervical
mecanica com velas de Hegar para curetagem. Estima-se que a insuficiéncia
cervical seja pouco diagnosticada, uma vez que € responsavel por cerca de 16%

a 20% dos abortamentos espontaneos do segundo trimestre (DUFOUR et al.,
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1995). No Ambulatério de AER da UNICAMP sua ocorréncia é de 22% (BARINI

et al., 2000).

De um modo geral, as infec¢cdes podem interromper precocemente a
gestacdo, ainda que o conceito moderno néo reconheca as infeccbées como
causa de AER. As de maior destaque sao a sifilis, rubéola, brucelose, listeriose,
toxoplasmose, as determinadas pela Chlamydia trachomatis e Ureaplasma
urealyticum, que tém sido implicadas como causa de perda gestacional
(ROONEY, 2000). No material da UNICAMP, 11% das mulheres tém cultura

cérvico uterina positiva para Micoplasma (BARINI et al., 2000).

E recente na literatura a identificacdo dos fatores imunoldgicos alo-imune
e auto-imune como etiologia do aborto. Ambos tém sido muito estudados, mas
o completo entendimento do processo de reconhecimento e inibicdo da
rejeicdo, mediado por células do sistema imune na gravidez humana, ainda €
um desafio. Do ponto de vista da alo imunidade, diversos fatores s&o
responsaveis pela protecdo do concepto contra a rejeicdo do organismo
materno. A baixa imunogenicidade do trofoblasto conseqliente a sua
propriedade de ndo expressar antigenos privados do sistema HLA (Antigenos
Leucocitarios Humanos) parece desempenhar papel principal na protecao do
concepto. Hoje € reconhecido um antigeno HLA placentario ndo classico, o
HLA-G (MCMASTER et al, 1995). Este desempenha papel fundamental na
processo de adaptacdo imunoldgica do organismo materno em relacao aos
produtos fetais. Recentemente, alguns anticorpos produzidos durante a

gestacdo foram descritos com funcao protetora, entre eles o anticorpo
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antilinfocitotéxico, fator bloqueador da reacdo linfocitaria mista e anticorpo
contra receptores para fracdo Fc das imunoglobulinas (BARINI et al., 2000). O
fator alo-imune é descrito como uma anormalidade que impede a méae de
desenvolver respostas imunolégicas para sobrevivéncia do concepto

geneticamente estranho (OBER et al., 1999).

Em decorréncia do fator alo-imune, algumas mulheres desenvolvem
aumento da atividade das células NK (natural killer). Quando presente, ha
relacdo com um pior prognéstico gestacional e aumento da incidéncia de
abortamento precoce. A terapia por imunizacao materna com linfécitos suprime

a atividade dessas células (KWAK et al., 1998).

Entre os fatores de auto-imunidade, destaca-se o Lupus Eritematoso
Sistémico (LES). E a doenga auto-imune mais prevalente nas mulheres no
menacme e esta fortemente associada com aumento de perdas gestacionais,
principalmente de O&bitos fetais. A principal caracteristica desta doenca é a
producdo de auto-anticorpos que atuam sistemicamente. Fisiopatologicamente,
o LES provoca lesbes por processos que evoluem em consequéncia de

vasculites (FORASTIERO et al., 2001).

Foram descritos, na década de 80, alguns auto-anticorpos em mulheres
portadoras de LES e que apresentavam o&bito fetal (OF) recorrente e
antecedente de tromboembolismo. Esses anticorpos, quando presentes e
associados ao tromboembolismo em mulheres com OF, compdem um quadro

clinico que se denomina Sindrome Antifosfolipidica (SAF) (HARRIS et al, 1986).
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Mais tarde pdde ser verificado que a SAF nao era exclusividade das pacientes
lUpicas, o que impds nova denominagao, agora considerada SAF primaria na
auséncia de doenca auto-imune prévia e SAF secundaria na presenca de LES,

sindrome da imunodeficiéncia adquirida e trauma (LOCKSHIN et al., 1987).

Os anticorpos presentes na SAF e com marcante associacdo com AER
sao o anticoagulante lupico e o anticorpo anticardiolipina. Das pacientes com
AER, cerca de 9% a 20% terdo pelo menos um dos anticorpos antifosfolipides,
e apresentam na histologia placentaria, na maioria das vezes, vasculopatia
decidual necrotizante cursando com menor aporte sangtiineo ao feto por uma
insuficiéncia Gteroplacentaria. Tem sido preconizado tratar essas pacientes
durante a gestacdo com acido acetilsalicilico em baixas doses, associado a

baixas doses de heparina (FORASTIERO et al., 2001).

A associacao entre auto-anticorpos e perda gestacional esta bastante
documentada. Um estudo para avaliar a incidéncia de anticorpos anti-
tireoideanos em mulheres com perdas gestacionais recorrentes ou pré-
eclampsia, encontrou em 37,7% das primeiras e em 33,3% das mulheres com
pré-eclampsia, contra 14,5% dos controles, mostrando a associa¢do da auto-

imunidade de tiredide e complicagdes obstétricas (MECACCI et al., 2000).

A perda gestacional tardia denomina-se ébito fetal quando ocorre acima
de 20 semanas de amenorréia. Segundo classificacdo da OMS (WHO, 1977), a
morte fetal é dividida, conforme idade gestacional, em trés grupos: precoce,

quando incide até 20 semanas; intermediario, de 20 a 28 semanas e tardio, a
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partir de 28 semanas. Ha divergéncias entre os autores, mas a tendéncia no
Brasil é de se utilizar o critério acima de 20 semanas, ou peso maior que 500

gramas para o diagndéstico de 6bito fetal (MARIANI NETO, 1994).

As causas determinadas de morte fetal anteparto sdo divididas em
maternas e feto anexiais. Destacam-se 0s processos patoldgicos intercorrentes
na mulher durante a gestacdo entre as causas maternas que determinam
insuficiéncia placentaria. A mais comum é representada pela sindrome
hipertensiva (MARIANI NETO, 1994). Quanto as infec¢des bacterianas,
destacam-se a sifilis, a corioamnionite severa e a listeriose. A sifilis é
responsavel pela maioria das ocorréncias, justificando sua avaliacao pré-natal

rotineiramente (DUARTE et al., 1987).

Entre as infec¢Oes parasitarias, incluem-se ainda a doencga de Chagas, a
toxoplasmose e a maldria. Entre as virais, a citomegalovirose, rubéola,
influenza, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida e a infeccdo pelo herpes

virus Il fazem parte das causas descritas de OF (YANCEY et al., 1996).

Outros fatores maternos importantes sd@o as endocrinopatias,
principalmente as disfuncdes tireoidianas e diabetes (MARIANI NETO, 1994). O
diabetes, em funcédo de suas alterac6es metabdlicas, é o que mais se relaciona
com morte fetal, mas um descontrole na fase pré-gestacional e nas primeiras
semanas de gestacdo esta também associado a perdas fetais por
malformacdes, onde se destacam anomalias esqueléticas (regressao caudal),

cardiacas e renais (ANTSAKLIS, 1997).
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A isoimunizacao ao fator Rh também pode determinar morte fetal, assim
como as hemorragias feto-maternas, independentemente do tipo sanguineo.
Estima-se que 75% dos casos podem corresponder a presenca do anticorpo
anti-D e 25% dos casos por outros antigenos eritrocitarios (KLINGENFUSS,

2000).

As anemias em geral, desnutricdo, quimioterapicos, antineoplasicos e
anticoagulante oral e drogas ilicitas pela gestante, além das intoxicacdes por

metais pesados, sdo causas menos frequentes de morte fetal (ROONEY, 2000).

Ainda como determinante de insuficiéncia placentarea, a gestacao
prolongada (FIGO, 1986) pode ser também causa de ébito fetal, cursando com
desnutricao fetal, oligopamnio, mec6nio, macrossomia e areas de maceracao,
caracterizando a Sindrome da pds-maturidade. Em um estudo realizado no
Reino Unido, demonstrou-se que o coeficiente de mortalidade perinatal
aumenta com 42 semanas de gestacdo, dobra quando atinge 43 semanas e é

quatro a seis vezes maior apos 44 semanas (BOYD et al., 1988).

As malformacdes uterinas como hipoplasia, Utero bicorno ou septado,
e/ou a presenca de miomatose uterina, podem também se associar ao 6bito
fetal, geralmente por trabalho de parto prematuro ou inadequacédo de sitio

placentario, com consequente insuficiéncia placentaria (MARIANI NETO, 1994).

A associagcao entre a presenca de anticorpos anticoagulante lUpico e
anticardiolipina com o6bito fetal ja foi determinada, ndo somente em mulheres

com doencas auto-imunes diagnosticadas, mas em pacientes aparentemente
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sadias com a identificacdo desses anticorpos em sua circulacdo (BRANCH et

al., 1985).

Varios estudos tém sugerido ainda a associagdo entre OF e idade
materna e fumo, identificando-os como possiveis marcadores de risco.
Enquanto a idade materna acima de 35 anos esta mais exposta a
cromossomopatia fetal, o fumo apresenta maior probabilidade de insuficiéncia
placentaria, descolamento prematuro de placenta e restricdo de crescimento

intra-uterino (RAYMOND, CNATTINGIUS, KIELY, 1994).

As causas fetais mais importantes sdo as malformacgdes congénitas e as
anormalidades cromossémicas, que correspondem a 25% e 40% dos OF. Para
serem identificadas, dependem de protocolos que incluam estudo radioldgico,
necrépsia do recém-nascido e o estudo do patriménio genético (RICHARD et

al., 1994).

Quanto as causas anexiais, destacamse as hemorragias do terceiro
trimestre da gestacao, as funiculopatias e a terceira circulagcdo de Schantz na
prenhez gemelar monozigética, que pode acarretar na morte de um dos fetos,

principalmente o transfusor (MARIANI NETO, 1994).

O estudo da etiologia das perdas gestacionais hoje revela interesse na
associacdo com as trombofilias hereditdrias, em decorréncia do
estabelecimento de relagdo causal entre a trombofilia adquirida e perdas
gestacionais, na forma da Sindrome dos Anticorpos Antifosfolipidicos, e

também por ter sido identificado o antecedente de trombose venosa materna
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associado ao AER, fato amplamente documentado na literatura (FORASTIERO

et al., 2001).

A manifestagédo clinica mais freqientemente descrita e relacionada as
varias formas de apresentacdo da trombofilia € a trombose venosa profunda
(TVP). Esta patologia incide na populacdo geral em um caso para cada mil
habitantes. Uma tendéncia a TVP pode resultar da coagulacdo hiperativa de
mecanismos anticoagulantes hipoativos ou hipofibrindlise (POORT et al., 1996).
Os fatores de risco sdo bem conhecidos, como cirurgia recente, gestacao e
trabalho de parto, uso de anticoncepcional oral, doenga maligna e imobilizacao

por tempo prolongado (KOSTER et al., 1993; DALHBACH, 1995).

Trombofilia, por sua vez, é o termo aplicado a tendéncia para ocorréncia
de trombose de maneira geral, em paciente com idade precoce, geralmente
abaixo dos 50 anos de vida, com recorréncia frequente, forte histéria familiar

e/ou localizagdes nao usuais.

Trombofilia hereditaria (TH) é a tendéncia geneticamente determinada a
tromboembolismo venoso e/ou arterial. Situacées intermediarias, ou seja,
tendéncias mais leves a quadros de trombose, com antecedentes e quadro
clinico menos evidentes, podem ser descobertas por investigacdo laboratorial
ou pela ocorréncia de trombose na presenca de fatores de risco. Todas as
associacoes genéticas e suas interacoes ndo sado ainda completamente

entendidas (LANE et al., 1996).
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Trombofilia adquirida é a tendéncia a trombose que se desenvolve ao
longo da vida pela presencga de alguns fatores trombofilicos sem caracteristicas
hereditarias, como o anticorpo anticardiolipina e anticoagulante lupico

(BRENNER et al., 1997).

Na trombofilia hereditaria sdo descritas a deficiéncia das proteinas S, C e
antitrombina Il e as mutacées do gene do fator V de Leiden, da mutacao
G20210A no gene da protrombina e C677T no gene da enzima metileno
tetrahidrofolato redutase. Essas condicbes sao todas relacionadas a uma

tendéncia a fendmenos tromboembdlicos (ARRUDA & FIGUEIREDO, 1997).

O fator V é uma glicoproteina plasmatica de cadeia Unica sintetizada no
figado e megacariocitos. Na coagulagéo, ele € convertido em fator V ativado
pela trombina e/ou fator X. Atua como cofator ndo enzimético da protrombinase,
aumentando a eficiéncia catalitica em aproximadamente duas mil vezes (LANE

et al., 1996).

Dentre os fatores trombogénicos hereditarios destaca—se o fator V de
Leiden. Essa mutagéo foi descrita por BERTINA, KOELEMAN, KOSTER (1994),
como um novo mecanismo de hipercoagulabilidade determinado geneticamente,
como resultante da resisténcia do plasma de pacientes aacédo anticoagulante

da proteina C ativa (PCA) (ARRUDA & FIGUEIREDO, 1997).

A mutacao do fator V causa um estado de hipercoagulabilidade devido a
lentificacdo da inativacdo do fator Va pela PCA (DE STEPHANO, FINAZZI,

MANUCCI, 1996). O fator V mutante expressa atividade pr6-coagulante normal,
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porém, por ser menos sensivel a degradagcdo mediada pela PCA, leva a
estabilizacdo do complexo protrombinase, aumenta a geragdo da trombina e
promove ativagao retrégrada dos fatores V e VIII. A taxa aumentada de ativagéo
da cascata de coagulacdo e o aumento do fator V ativado potencializam a
resisténcia a PCA e isso resulta em um estado de hipercoagulabilidade

(DALHBACH, 1995).

A mutagéo no gene do fator V (fator V de Leiden) é a mais comum das
alteracdes hereditarias relacionadas a trombose. Essa mutagéo confere ao fator
V resisténcia a inativacao pela proteina C ativada (PCA). A PCA é um inibidor
natural da coagulacao que atua inativando os fatores Va e Vllla. No fator V de
Leiden ocorre a troca da arginina pela glutamina na posicao 506, um dos sitios
de clivagem da PCA. Disto decorre mudanca da adenina pela guanina na
posicao 1691 no gene do fator V, ocasionando uma protedlise parcial e lenta do

fator V (DALHBACH, 1995).

A mutacao no gene do fator V, como base molecular para o fenétipo da
resisténcia a PCA na maioria dos individuos afetados, foi encontrada em 50%
das familias selecionadas com trombofiia e em 20 % dos pacientes
consecutivos com trombose. A cadeia leve do fator Va tem o sitio de ligagdo de
fosfolipides, enquanto a cadeia pesada € a responsavel pela atividade de
cofator. O fator Va é normalmente inativado pela degradacao proteolitica de sua
cadeia pesada pela PCA, e comega com a clivagem no cédon 506 (LANE et al.,

1996).

Introdugdo 13



Familias com deficiéncia da proteina C tém um risco aumentado para
trombose de cinco a dez vezes, que pode ser maior na presenga de uma
mutacao do fator V. Estudos em familias portadoras de trombofilia hereditaria
sugerem que o fator V de Leiden é herdado como traco autossémico dominante
(DALHBACH, 1995). A frequéncia do fator V de Leiden em populacdes
caucasianas € de aproximadamente 6% (LANE et al., 1996). Na maioria das
familias com resisténcia hereditaria a PCA, foi encontrada a mutagéo do fator V

(DALHBACH, 1995).

A mutacao do fator V estd presente em 3% a 15% da populacéao geral,
em 5% a 15% da populacdo caucaséide normal e em menos de 1% em negros
e orientais. Nos caucasdides, 2% a 7% sao heterozigotos e 0,1% sao
homozigotos. A mutacao do fator V € encontrada em 20% a 40% dos casos de
TVP. Estima-se que os portadores dessa mutacdo em homozigose e
aproximadamente 10% dos heterozigotos apresentardo pelo menos um evento
de TVP ao longo de suas vidas. Esta incidéncia é aproximadamente seis a oito
vezes maior nos heterozigotos e 80 vezes maior nos homozigotos, quando
comparados com individuos sem essa mutacdo. (ARRUDA & FIGUEIREDO,

1997; KUJOVICH & GOODNIGHT, 1999).

Na associacao destas alteracdes com a gravidez, inicialmente RAI et al.
(1996) verificaram que a prevaléncia da resisténcia a FCA foi significativamente
mais alta entre as mulheres com perdas gestacionais de segundo trimestre,
quando comparadas com mulheres com histéria de perdas no primeiro trimestre

e com um grupo-controle de multiparas sem histéria de abortos.
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Em outro estudo avaliando mulheres com antecedente de AER em suas
gestagdes atuais, concluiu-se que a resisténcia a PCA é causa potencial de
insuficiéncia vascular placentaria, tanto devido a presenca da mutacao do fator
V de Leiden quanto as formas adquiridas de resisténda a PCA, (BRENNER et

al., 1997).

A mutacdo do fator V de Leiden foi encontrada também com maior
freqUéncia entre abortamento primario de segundo trimestre, com trés ou mais
perdas, e sua freqiéncia ndo diferiu entre mulheres com ou sem patologia

adicional (FOKA et al., 2000).

Assim, das gestantes ou puérperas que apresentam trombose durante a
gestacdo, 60% sao portadoras da mutagdo do fator V. Na populacdo desse
estudo foi também observada uma associacdo com a ocorréncia de aborto de
segundo trimestre. A prevaléncia da mutacao foi de 8% entre 113 mulheres com
AER; de 3,7% em 437 mulheres na menopausa que nunca abortaram e de
7,5% entre 387 mulheres na pdés-menopausa com pelo menos um AE (RIDKER

et al., 1998; TOSSETO et al., 1998).

A mutagéo do fator V de Leiden é um defeito genético bem definido e a
manutencao de sua prevaléncia na populacdo geral sugere que haja um
mecanismo de selecdo genética positiva envolvido, pois um discreto estado de
hipercoagulabilidade oferece certa protecdo em situacdes de traumas e

gravidez (DALHBACH, 1995).
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Os mecanismos descritos para a ac¢ao do fator V de Leiden ndo poupam
o concepto. O desenvolvimento da circulacdo feto placentaria tem inicio por
volta de 18 a 20 dias da concepcédo e depende do balanco das células
endoteliais com atividade pro-coagulante e anticoagulante. Na presenca do
fator V de Leiden, pode haver um estado de hipercoagulabilidade fetal,
resultando em trombose placentaria por grande quantidade de fibrina
depositada nas vilosidades, cursando com oclusao arterial, necrose isquémica
dos vilos e consequente perda fetal (DIZON-TOWNSON et al., 1997). Em
relacdo a mae, acreditase que a presenca do estado de hipercoagulabilidade
possa levar a formagcdo de trombose nas arteriolas adjacentes ao sitio

placentario, o que pode culminar em aborto ou 6bito fetal.

Em estudos mais recentes é aventada a hipétese de que a trombofilia
hereditaria colabore para os estados hipertensivos gestacionais, como a pré-
eclampsia precoce e severa, restrigdo de crescimento intra-Utero e perdas

gestacionais inexplicaveis (OZCAN et al., 2001).

A associacao de trombofilia hereditaria e complicacdes obstétricas esta
documentada em situacdes de insuficiéncia de perfusao placentaria e aumento
de deposicao de fibrina. O fator V de Leiden é a principal mutacdo encontrada

nessas mulheres (BOZZO et al., 2001).

J& em 1996 Poort descreveu outro fator de TH determinado
geneticamente com mecanismo de hipercoagulabilidade provocado por uma

mutacao no gene da protrombina. A presenca de um alelo variante com niveis
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plasmaticos elevados de protrombina poderia aumentar o risco de TH

(ARRUDA & FIGUEIREDO, 1997).

A protrombina é uma alfa2-globulina, proteina plasmatica com peso
molecular de 68.700. No plasma normal, sua concentracao é de cerca de
15mg/dL e apés sua ativacdo, transforma—se em trombina. E produzida no
figado em presenga da vitamina K (MEYER, HANSON, STRYER, 1992). A
protrombina € precursor da protease trombina, enzima chave nos processos de
hemostasia e trombose, que exibe atividade pré-coagulante e anticoagulante

(POORT et al., 1996).

A forma mutante da protrombina (mutacao G20210A) tem prevaléncia de
2% na populagdo geral e de 1% a 6% nos caucasdides. Entre os néo
caucasoides é muito rara ou inexistente. Em pacientes com histéria de
trombose venosa, a frequéncia € de 6% a 8% e de 3% naqueles com infarto do
miocardio. Em uma populagdo de recém-nascidos brasileiros, a freqiéncia de
heterozigotos foi de 0,7% (ARRUDA et al.,1995; GRANDONE et al., 1998).
Essa nova variacdo na sequiéncia do gene da protrombina é fator de risco
moderado para trombose venosa. Nos pacientes portadores da mutagao
20210A no gene da protrombina, em 60% deles esta foi a Unica anormalidade
genética encontrada, enquanto que nos 40% restantes a mutacao do fator V de

Leiden também estava presente (POORT et al., 1996).

A mutagdo no gene da protrombina além de se associar clinicamente

com o0 aumento do risco para tromboembolismo no ciclo gravido-puerperal, esta
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associada com aumento da incidéncia de descolamento prematuro de placenta,
insuficiéncia placentaria, restricdo de crescimento intra-Utero e perda

gestacional (KUPFERMINC et al., 1999).

Nas ultimas duas décadas, pesquisadores citam um novo grupo de
fatores que podem estar relacionados com a etiopatogenia do aborto
espontaneo recorrente, em especial os fatores que determinam trombofilia. A
associacao entre AER e o antecedente de trombose venosa materna foram

descritos por varios estudos (HUGHES, 1983; TRIPLETT, 1992).

De acordo com a revisdo da literatura médica, pode-se inferir que as
causas descritas como associadas a perda gestacional sdo muitas, o que
dificulta o diagnoéstico exato de sua etiologia. Além disso, é necessério estudar
a importancia dos diferentes fatores associados para poder minimizar a

ocorréncia de nova perda gestacional.

Em individuos brasileiros com episddio de trombose venosa profunda,
cerca de 20% a 40% dos casos apresentam o fator V de Leiden. Esta
frequéncia é igual a descrita em populagdes européias, apesar da origem

altamente heterogénea da populacao brasileira (ARRUDA et al., 1995).

Ha poucos estudos realizados sobre este aspecto da vida reprodutiva na
populacdo brasileira, 0 que nos estimulou a realizar o presente estudo. A
melhora dos conhecimentos sobre a influéncia e repercussées da trombofilia
hereditaria nos antecedentes pessoais e obstétricos em uma populacdo pode

facilitar as decisbes em se implementar novas modalidades diagnésticas e em
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se propor ou validar terapéuticas empiricas oferecidas para as mulheres com
aborto recorrente, como o uso de medicacdo anticoagulante sem a
demonstragéo clinica de doenga tromboembolica (CADAVID et al., 1999). As
conclusbes deverao fornecer orientagdo aos programas de prevencao,
diagnéstico e tratamento das perdas gestacionais recorrentes ou néo, além de
propor estratégias para eliminagdo ou atenuagéo das intercorréncias obstétricas
e clinicas que dependem, na maioria das vezes, de sua identificagcdo para

serem prevenidas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Estudar os antecedentes clinicos e reprodutivos em mulheres com

trombofilia hereditaria e compara-los aos de mulheres sem essas mutacoes.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar a frequéncia de aborto espontaneo nos dois grupos.

e Comparar a freqiéncia de aborto espontaneo recorrente nos dois grupos.

e Comparar a freqiiéncia de obito fetal nos dois grupos.

e Descrever a frequéncia de fendbmenos tromboembdlicos em mulheres

portadoras de trombofilia hereditaria.

e Comparar a freqiéncia de fen6menos tromboembdlicos em familiares de

primeira e segunda geracao nos dois grupos.
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3. Sujeitos e Métodos

3.1. Desenho do Estudo

Estudo de coorte retrospectivo com controle externo. Esse tipo de estudo
foi escolhido porque se tratava de uma exposicao de baixa freqiiéncia em um
evento particular, em que seria dificil identificar uma coorte que representasse
com seguranca 0s expostos e ndo expostos. Como o grupo de expostos ja
estava identificado usou-se entdao um grupo de controle externo, desde que os
individuos pertencessem a mesma regido geografica e com caracteristicas
semelhantes aos da coorte de interesse no estudo (HANNEKENS & BURING,

1987).

3.2. Tamanho da Amostra

O tamanho amostral foi calculado considerando-se a proporcéao de perda
gestacional em mulheres na populacao geral estimada em 12%, e na populacao
com a presenca de fatores trombogénicos estimada em 41% (DIZON-TOWSON
et al.,, 1997). Foram fixados um erro alfa de 5% e um erro beta de 20%,

resultando em 42 mulheres portadoras da mutacdo do fator V, classificadas
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como Grupo 1; e 42 mulheres nao portadoras da mutagao do fator V. no Grupo
2. O tamanho amostral foi calculado a partir do programa Amostra para estudos

comparativos (FLEISS, 1981).

3.3. Critérios e procedimentos para selecao dos sujeitos

3.3.1. Critérios de Inclusao

No Grupo 1 foram incluidas 42 mulheres admitidas no Ambulatério de
Hemostasia do Departamento de Hematologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) da Universidade de Campinas, no periodo de janeiro de 1999 a
dezembro de 2000, com antecedente pessoal ou familiar de fendmenos
tromboembdlicos e a presenca da mutacdo do fator V de Leiden e/ou da
mutacdo G20210A no gene da protrombina. Esse grupo de mulheres teve
confirmacdo diagndstica na avaliagdo realizada no atendimento de rotina do
Ambulatério de Hemostasia. Toda paciente com fenémeno tromboembdlico que
foi atendida pelo Ambulatério de Hemostasia teve pesquisado os fatores para
trombofilia hereditdria como rotina. Quando confirmados, foram também
pesquisados nos familiares, independentemente do sexo e da idade, para
confirmacao diagnéstica da trombofilia familiar hereditaria. Nesse Grupo 1, as
pacientes incluidas apresentavam o fator V de Leiden por estarem em
acompanhamento nesse ambulatério por antecedentes clinicos pessoais ou

familiares.
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No Grupo 2 foram incluidas 94 mulheres do Ambulatério de
Planejamento Familiar do Departamento de Tocoginecologia da FCM-
UNICAMP, sem a presenca da mutagdo do fator V de Leiden, que ja haviam
sido investigadas por participarem de outra pesquisa no periodo de janeiro de
1999 a agosto de 2000. (CARVALHO, 2001). Essas mulheres participaram de
uma pesquisa de um projeto de doutorado que comparou a freqiéncia de
fatores trombogénicos entre mulheres com AER e mulheres férteis, no periodo
descrito acima. O numero de mulheres incluidas na pesquisa de doutorado
excedia o tamanho amostral calculado para o Grupo 2 dessa pesquisa, mas foi

mantido nesse estudo para aumentar a sensibilidade e o poder estatistico.

3.3.2. Critérios de Exclusao

Foram usados como critérios de exclusdo do Grupo 2 para a pesquisa
original, antecedentes pessoais de fendmenos tromboembdlicos. Esses critérios
foram mantidos para a composicao do Grupo 2, por ter sido usado o mesmo

grupo de mulheres do estudo ja referido.

3.4. Técnica Laboratorial

A técnica laboratorial utilizada para a pesquisa do fator V de Leiden e da

mutacao G20210A esta descrita no Anexo 5.
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3.5. Definicao de Variaveis

3.5.1. Variaveis Dependentes:

Antecedentes pessoais de perda gestacional, episédios tromboembadlicos,
Infarto agudo do miocardio (IAM), trombose venosa profunda (TVP), acidente

vascular cerebral (AVC) - investigadas pelo questionario.

e Perda gestacional: gestacdo com produto conceptual inviavel, nao

importando a idade gestacional no momento da perda.

Categorias: menor que 20 semanas de gestagcdo (aborto), maior que

20 semanas de gestacao (6bito fetal), ausente.

e Episédios tromboembdlicos: ocorréncia de qualquer episédio
tromboembdlico incluindo TVP, IAM, AVC e trombose de vasos

superficiais.

Categorias: sim, nao.

e Infarto agudo do miocardio: foi perguntado para as mulheres na
entrevistas se elas ja tiveram algum episoédio de |IAM diagnosticado

por eletrocardiograma, por um médico e se estiveram internadas.

Categorias: sim, nao.
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e Acidente vascular cerebral: foi perguntado durante a entrevista se ja
houve algum episédio de derrame com perda de fun¢cdo motora e se

permaneceram internadas.

Categorias: sim, nao.

e Trombose venosa profunda: perguntado as mulheres em entrevista se
ja tiveram algum episédio de TVP com diagnéstico médico em hospital

e uso de heparina.

Categorias: sim, nao.

Antecedentes familiares:

Episédios tromboembdlicos, trombose venosa profunda, infarto agudo do
miocardio, acidente vascular cerebral em familiares de primeira geragcéo e

segunda geracao. Essas variaveis foram investigadas por questionario.

- primeira geracao: presenca de antecedente de fenémeno
tromboembdlico em familiares da primeira e/ou da mesma geracgéo,

incluindo pai, mée, irmdo, irma, tias e/ou tios consangtiineos

- segunda geracao: presenca de antecedente de fenémeno

tromboembodlico em familiares, incluindo avos.

As demais variaveis dependentes dos antecedentes familiares ja foram

definidas anteriormente para antecedentes pessoais.
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3.5.2. Variaveis Independentes:

e Fator V de Leiden: mutacdo G1691A no gene do fator V, base
molecular para o fendtipo da resisténcia a proteina C ativada,
associado ou ndo a mutacao 20210A (mutacao G20210A na regid 3”
do gene da protrombina, associada a um aumento dos niveis

plasmaticos da mesma).

Categorias: ausente, presenca do fator V de Leiden, com ou sem a

mutagdo G20210A

3.5.3. Variaveis de controle:

ldade, raca/cor, numero de gestagdes, numeros de partos (investigados

por questionario).

e Idade: idade da mulher em anos completos no momento da

entrevista.

e Raca/cor: a tonalidade da pele e seu grupo racial serdo definidos pela

mulher que se autoclassificara.

Categorias: branca, nao branca.

e Numero de gestagdes: numero de gestacdes referidas pela paciente
até a data de admissdo ao estudo, independentemente da forma de

término.
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e Numero de partos: numero de partos por via vaginal ou cesariana,
com idade gestacional superior a 22 semanas de gestagcédo, com feto

vivo ou nao.

3.6. Instrumento para a Coleta de Dados

Foi usada uma ficha para coleta de dados de prontuario (Anexo 1) e um

questionario (Anexo 2) para entrevista por telefone. Seguem modelos anexos.

3.7. Coleta de Dados

A selecdo dos sujeitos foi realizada a partir de duas listas: uma do
Ambulatério de Hemostasia—UNICAMP com mulheres com histéria pessoal e/ou
familiar de fendmenos tromboembdlicos e que apresentam as mutacbes do
fator V de Leiden e/ou a G20210A no gene da protrombina; e outra de mulheres

do Ambulatério de Planejamento Familiar que nao apresentam estas mutagdes.

A partir dessas listas foi feita a coleta de dados do prontuario em uma
ficha clinica individual pela pesquisadora (Anexo 1). As fichas clinicas foram
complementadas posteriormente, nas mulheres que aceitaram participar da
pesquisa, por um questionario (Anexo 2). O contato com essas mulheres foi
realizado através de carta para o endereco encontrado no prontuéario explicando
a pesquisa, convidando-as a participar, apdés devolverem o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 4) assinado para o endereco da
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pesquisadora. Nessa correspondéncia constou envelope selado e enderecado a
pesquisadora, para as pacientes enviarem o Termo e assim aceitarem participar

do estudo.

As mulheres s6 foram admitidas apds concordarem em participar da
pesquisa, enviando o Termo de Consentimento assinado. A pesquisadora entao
entrou em contato telefénico com as mesmas, e a entrevista foi realizada por
telefone, ndo havendo necessidade de comparecimento pessoal (pois nao
houve coleta de exames). Nos casos em que a mulher se recusou a participar
do estudo, foi oferecida a participacdo a proxima em contato imediatamente
depois dela e que preenchesse os quesitos citados anteriormente, até
completar o numero de sujeitos necessario. As fichas e os questionarios foram

preenchidos pela pesquisadora.

3.8. Processamento e Analise dos Dados

As fichas e os questionarios foram arquivados em fichario préprio, em
ordem numérica, apds serem revisados, sendo posteriormente preparados para
digitacdo. Os dados das fichas e questiondrios foram digitados, constituindo

uma base de dados com digitacao dupla, conforme as variaveis pré-definidas.

As informagdes coletadas foram armazenadas em banco de dados

gerados pelo software EPI-INFO verséo 6.04b, (1997).
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A analise descritiva foi realizada através de tabelas de freqUéncia e
medidas de posicao e dispersdo. Para verificar associacdo ou comparar
proporcdes foi utilizado o teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando
necessario. Na comparacdo de variaveis numeéricas foi utilizado o teste de

Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

3.9. Aspectos Eticos

As mulheres selecionadas para o estudo foram informadas sobre os
objetivos e método da pesquisa, sendo-lhes assegurado o direito de aceitar ou
ndo participar da mesma, sem constrangimento ou modificacdo de sua

assisténcia médica.

Ao aceitarem participar, foi aplicado um questionario por telefone, uma
vez que o0 mesmo tem poucas perguntas, ndo necessitando de intervencao..
Assim, ndao houve necessidade de as mulheres locomoverem-se até a

Instituicao.

Foi enviada as pacientes uma carta esclarecendo o0s objetivos da
pesquisa (Anexo 3) e um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo
4) em um envelope enderecado e selado para a pesquisadora, para a mulher

autorizar a sua entrada no estudo e entdo ser contatada por telefone.

O sigilo quanto a identidade das pacientes foi assegurado retirandose a
parte inferior da ficha clinica (Anexo 1) onde consta sua identificagdo, seguindo

assim os preceitos preestabelecidos na DECLARACION DE HELSINKI (1990).
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4. Resultados

No Grupo 1, de mulheres portadoras de fator V de Leiden, 42 foram
entrevistadas por telefone pela pesquisadora, tendo-se o cuidado de confirmar
os fenbmenos tromboembdlicos relatados, como por exemplo a ocorréncia de
TVP com o uso de heparina e anticoagulante oral. Essas entrevistas tiveram
inicio em margo de 2000 e finalizaram em maio de 2001, quando a ultima
paciente entrou em contato enviando o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Houve quatro casos que nao retornaram o consentimento
(extravio, ndo recebimento da carta da pesquisadora) e foram classificados

como recusa em patrticipar. Porrtanto, ndo foram incluidas no estudo.

No Grupo 2 foram entrevistadas 94 mulheres no periodo de junho de
1999 a junho de 2000, na busca de seus antecedentes clinicos pessoais e

obstétricos, ndo havendo recusa em patrticipar do estudo.

O fator V de Leiden foi encontrado na forma heterozigota em todas as
mulheres do Grupo 1, onde trés delas eram também portadoras da mutacao
G20210A, todas na forma heterozigota. Estas mulheres que apresentaram
concomitantemente os fatores V de Leiden e da mutacdo G20210A, nunca

engravidaram.
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A média de idade das pacientes do Grupo 1 foi de 38,2 anos + 16.4
(limites 15 a 87 anos) e do Grupo 2 foi de 25,5 anos = 5,9 (limites 18 a 40
anos). Esta diferengca foi estatisticamente significativa (p = 0,0001). A
distribuicdo da idade nos dois grupos para o total de mulheres pode ser vista no

Anexo 6.

Para a analise da influéncia da idade das mulheres e da classificacéo
quanto a racga/cor nos resultados gestacionais, foram consideradas apenas as
mulheres que apresentavam histéria de gestacdo anterior, 0 que reduz o

namero de mulheres no Grupo 1 para 28.

A distribuicdo da idade atual das mulheres que tiveram alguma gestacao
nos grupos estudados pode ser vista na Tabela 1, que mostra que cerca de um

terco das mulheres do Grupo 1 tinham 50 anos ou mais e nenhuma no Grupo 2.

TABELA 1

DISTRIBUICAO DA IDADE ATUAL DAS MULHERES NOS GRUPOS ESTUDADOS

Idade (anos) Grupo 1 Grupo 2 Total
ldade < 20 1 13 14
>20e <30 3 57 60
>30e <40 14 23 37

> 40 10 1 11
Total 28 94 122
p<0,001
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A distribuicdo das mulheres em cada grupo mostrou diferenca

significativa, de acordo com classificagdo por raca/cor (Tabela 2)

TABELA 2

DISTRIBUICAO DAS MULHERES EM CADA GRUPO DE ACORDO

COM A RACA/COR
Raca/cor Grupo1 Grupo2 Total
Branca 23 56 79
N&o branca 5 38 43
Total de gestacoes 28 94 122

p=0,048

A distribuicdo percentual do numero de gestacbes entre 0s grupos
estudados pode ser vista na Tabela 3, mostrando que n&o houve diferenca

estatisticamente significativa.

TABELA 3

DISTRIBUICAO DO NUMERO DE GESTAGCOES ENTRE OS GRUPOS

Numero de gestacoes Grupo 1 Grupo 2
(%) (%)
1 5 17,8 34 36,1
28,5 30 31,9
17,8 14 14,8
>4 10 35,7 16 17,0
Total 28 100 94 100
p=0,112 NS
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A distribuicdo da evolucéo das gestacdes nos grupos estudados pode ser
vista na Tabela 4. Foi considerada a evolugdo de todas as gestacdes nas 28
mulheres do Grupo 1 e nas 94 mulheres do Grupo 2. No grupo 1, 28 mulheres
cursaram com 109 gestagdes clinica/laboratorialmente detectaveis, evoluindo
para aborto em 30,2% delas, enquanto no Grupo 2 as 94 mulheres tiveram 223
gestacdes, e 10,1% dessas gestacbes evoluiram para aborto. Houve uma

proporcéao significativamente maior de aborto no Grupo 1.

TABELA 4

DISTRIBUICAO DA EVOLUCAO DAS GESTACOES NOS GRUPOS ESTUDADOS

Grupo 1 Grupo 2
(n=109) % (n=223) %
Aborto 33 30,2 23 10,1
Obito fetal 4 3,6 4 1,7
Parto 76 69,7 200 88,4
Total de gestacoes 109 223

p<0,0001

A distribuicdo do resultado gestacional de acordo com a idade,
considerando o grupo, mostra que nas mulheres com idade abaixo de 30 anos
houve uma frequiéncia maior de perdas nas mulheres do Grupo 1. Esta
diferenca nado foi observada ao se considerar as mulheres de idade maior ou

igual a 30 anos de idade.
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TABELA 5

DISTRIBUICAO DO RESULTADO GESTACIONAL DE ACORDO
COM A IDADE E GRUPO

< 30anos > 30 anos

Resultado Gestacional Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2

Perda gestacional 5 7 32 20

Filho vivo 6 121 66 75

Total 11 128 98 95
p=0,00003 p=0,9

A distribuicdo do resultado gestacional de acordo com a raga/cor, de
acordo com o grupo, considerando-se as mulheres de raga/cor branca, houve
maior freqléncia de perdas gestacionais no Grupo 1, o que nao foi observado

nas mulheres ndo brancas

TABELA 6

DISTRIBUICAO DO RESULTADO GESTACIONAL DE ACORDO COM A
RACA/COR, CONSIDERANDO-SE GRUPOS ESTUDADOS

BRANCA NAO BRANCA
Res. Gestacional Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Perda gestacional 32 14 5 13
Filho vivo 58 111 14 85
Total 90 125 19 98
p= 0,00003 p=0,16
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A distribuicdo da ocorréncia de aborto nos grupos estudados pode ser
vista na Tabela 7. Foi considerada a evolugdo de todas as gestacdes nas 28
mulheres do Grupo 1 e nas 94 mulheres do Grupo 2. No Grupo 1, 28 mulheres
com diagndstico clinico e/ou laboratorial de gestacao, e 13 (46%) delas tiveram
para pelo menos um episédio de aborto espontaneo. No Grupo 2, das 94
mulheres, 16 (16%) tiveram pelo menos um episédio de aborto, e essa

diferenca foi estatisticamente significativa.

TABELA 7

DISTRIBUICAO DA OCORRENCIA DE ABORTO NOS GRUPOS ESTUDADOS

Aborto Grupo 1 Grupo 2
Sem 15 78
1 7 13
2 3 1
>3 3 2
Mulheres (n) 28 94

p<0,0001

Quando se estudou a proporcdo de abortos consecutivos nos dois
grupos, observou-se que houve uma diferenca estatisticamente significativa da
ocorréncia de aborto consecutivo no Grupo 1. Foi observado na Tabela 7 que
trés de 28 mulheres do Grupo 1 tiveram AER e No Grupo 2 duas de 94

mulheres tiveram AER.
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A distribuicéo percentual dos antecedentes pessoais do Grupo 1 podem
ser vistos na Tabela 8 que mostra que o antecedente de fendmenos
tromboembdlicos mais encontrado nas mulheres do Grupo 1 foi a TVP,
identificada em dois tercos das mulheres, a maioria em membros inferiores. A
histéria de infarto agudo do miocardio e de AVC esteve presente em apenas
duas mulheres. O restante das mulheres desse Grupo 1 nao apresentou
antecedentes pessoais de fenédmenos tromboembdlicos, porém apresentava
alguma das mutacbes e pertencia as familias de portadora de trombofilia

hereditaria.

TABELA 8

DISTRIBUICAO PERCENTUAL DOS ANTECEDENTES PESSOAIS DE
FENOMENOS TROMBOEMBOLICOS NO GRUPO 1

Fendmenos tromboembdlicos Grupo 1 (%)
TVP 64,2
IAM 47
AVC 4.7

A distribuicdo percentual dos antecedentes familiares nos grupos
estudados pode ser vista na Tabela 9 que mostra um maior numero de
antecedentes familiares de fenémenos tromboembdlicos no Grupo 1. Foram
encontradas pacientes com histéria de mais de um episédio tromboembdlico

apenas no Grupo 1.
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TABELA 9

DISTRIBUICAO PERCENTUAL DE ANTECEDENTES FAMILIARES DE
FENOMENOS TROMBOEMBOLICOS NOS GRUPOS ESTUDADOS

Fenémenos tromboembdlicos Grupo 1 Grupo 2
TVP 13 1
IAM 20
AVC 19
Sem 0 89
Total (n) 42 94
p<0,0001

A distribuicdo porcentual dos antecedentes de fen6menos
tromboembdlicos nos familiares do Grupo 2 revelou uma baixa ocorréncia.
Observaram-se apenas cinco casos, um de TVP em primeira geragao, dois de
IAM um em cada geracgao, e dois casos de AVC na segunda geracao. Entre
esses casos, encontrou-se apenas uma ocorréncia de TVP de origem materna
e dois antecedentes de IAM encontrados em um avd paterno e um materno.

Para AVC, foram encontrados dois antecedentes, sendo duas avds maternas.

A distribuicdo percentual dos antecedentes de fendmenos
tromboembdlicos nos familiares do Grupo 1 de acordo com o grau de
parentesco, pode ser vista na Tabela 10 que mostra genericamente um

predominio destes antecedentes entre familiares de primeira geragao.
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TABELA 10
DISTRIBUIGAO DOS ANTECEDENTES TROMBOEMBOLICOS NOS FAMILIARES
DO GRUPO 1, DE ACORDO COM O GRAU DE PARENTESCO

Fenémenos tromboembodlicos (%) Primeira geracao Segunda geracao

TVP (n=13) 61,5 38,5
IAM (n= 20) 65,0 35,0
AVC (n= 19) 57,8 42,2
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5. Discussao

Este estudo foi realizado para determinar a ocorréncia de perdas
gestacionais e antecedentes clinicos pessoais e familiares de tromboembolismo
em mulheres portadoras de fatores trombogénicos, comparando com mulheres
sem essas alteracoes. Foi investigada a participacado dos fatores de trombose

hereditaria na determinacao de perdas gestacionais.

A determinacdo de existéncia de associacdo entre fatores
trombogénicos e perdas gestacionais poderia sugerir pesquisa sistematica do
fator V de Leiden e da mutagdo G20210A no gene da protrombina em mulheres
com histéria de perdas gestacionais. Dentro desta visédo, a prevencao de perdas
gestacionais e de fenébmenos tromboembdlicos pode ser encarada como um
problema clinico a ser manejado nas clinicas de infertilidade. Admitindo-se
como uma possivel estratégia para se reduzir a mortalidade e morbidade
perinatais, a identificacdo dos fatores trombogénicos, como condi¢ao
reconhecida na génese de perdas gestacionais, mesmo em mulheres sem
antecedentes sugestivos, poderia contribuir na melhoria desses indices e, mais
importante ainda, na modificagdo da histéria reprodutiva destas mulheres. A

relativa auséncia de padrdoes de diagnéstico, de identificacdo dos grupos de
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risco e padronizagédo do tratamento especifico, evidenciam a importancia de se

aprimorar o diagnéstico para uma adequada prevencgao e profilaxia.

Como todo estudo retrospectivo, de recuperacdo de dados da
identificacao do paciente pelo prontudrio, surgiram grandes dificuldades para
contactar as pacientes a serem entrevistadas. Partindo-se de uma tamanho
amostral calculado de 42 mulheres em cada grupo, para compor o Grupo 1
foram localizadas 46 e entrevistadas 42 mulheres, pois houve quatro recusas
em participar do estudo. Das 42 mulheres entrevistadas, apenas 28
apresentaram gestacdes clinicamente detectaveis e constituiram a base do

grupo de expostos a ser estudado.

Das variaveis de controle, a andlise da idade das mulheres neste estudo
merece um destaque especial. Se dermos atencdo apenas a analise simges
da diferenca de idades observadas entre os Grupos 1 e 2, poderiamos ter a
impressao de que a idade poderia estar atuando como um fator confundidor. A
observagdo mais detalhada desta tabela mostra que o Grupo 2 nao inclui
mulheres acima de 40 anos. Este grupo de pacientes foi selecionado entre
aquelas que buscavam o0 servico para orientacdo anticoncepcional e
participaram como grupo-controle de outra investigacdo sobre o efeito da
trombofilia e aborto recorrente. Este grupo, portanto, estava na fase do
menacme como um todo. Em relacdo ao Grupo 1, tratava-se de mulheres
identificadas como portadoras de uma mutacao geradora de trombofilia e neste
grupo, 10 mulheres tinham mais que 40 anos, o que gerou a diferenca de idade

notada entre os dois grupos. Isso correspondeu a um ter¢co destas mulheres
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que tiveram alguma gestacédo. Nao pode ser excluida, portanto, a possibilidade
de um efeito coorte de envelhecimento, com diferentes taxas de fecundidade

assim determinadas.

A observacao dos resultados gestacionais em funcao da idade levam a
crer que o efeito da idade prepondera sobre os outros estudados neste
trabalho, pois ao analisarmos a freqiiéncia de perdas de acordo com a idade
nos Grupos 1 e 2, a idade tem efeito importante apenas quando sao isoladas as
mulheres abaixo de 30 anos, onde a presenca da trombofilia passa a ser
marcadamente importante em determinar aumento na freqiéncia de perdas

gestacionais.

Porém, deve ser lembrado que a idade utilizada é a atual na época da
investigacao e, portanto, o efeito da idade sobre o nimero de mulheres que
relataram gestacdes e estavam acima dos 40 anos no Grupo 1 nao significa
obviamente que as gestacdes tenham ocorrido nas fases de idade avancada
dessas mulheres. Também o préprio efeito da idade como determinante das
perdas gestacionais neste grupo deve ser visto criticamente. J4 no Grupo 2, o
efeito da idade confirma a hipétese de que nas mulheres mais velhas ha maior

probabilidade de perdas (ROONEY, 2001).

O fato de a populacédo ser mais idosa no Grupo 1, com mais tempo de
vida e maior probabilidade de ocorréncia de antecedentes pessoais, familiares e
histéria obstétrica definida, no caso das climatéricas, exige consideracao a

parte. Este estudo concentra-se em uma alteracao geneticamente determinada,
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0 que, em tese, faz com que a diferenca de idade nos grupos seja minimizada
pelo nimero semelhante de gestacdes entre eles. Pode ser argumentado que,
mesmo para um fator de risco hereditario possa ter manifestacées clinicas,
como perda gestacional e/ou fendmeno tromboembdlico, as manifestagdes
ocorreriam mais provavelmente com o0 maior tempo de exposicao, aqui
considerado maior tempo de vida. Isto pode ser verdade nos casos estudados
para os fendbmenos tromboembdlicos, o que nao foi objeto de comparacao
neste estudo. Quanto ao numero de gestacéo, eles se diluem em relacédo a

idade, uma vez que numericamente sdo semelhantes nos dois grupos.

Ao avaliar a raga/cor das mulheres participantes do estudo, foi notada
diferenca entre os grupos. Quando avaliamos a raga/cor em funcao do grupo de
estudo (Tabela 6), houve uma diferenga significativa para maior numero de
perdas gestacionais na raca/cor branca no Grupo 1. A presenca da mutagao no
gene do Fator V de Leiden é sabidamente mais freqliente na raga/cor branca.
Neste caso ela teve efeito preponderante sobre o niumero de perdas neste
grupo, determinando quase que um terco de perdas do total de gestacdes nas
mulheres brancas do Grupo 1, uma proporcdo muito maior que quase um sexto
de perdas nas nao brancas. Este resultado demonstra que este grupo de
mulheres portadoras da mutacao tem mais perdas, mesmo sendo da raga/cor
branca, o que é o contrario do observado para a populacédo geral de que as nao
brancas tém mais perdas que as brancas (ROONEY, 2000). Porém, deve ser
observado que entre as mulheres do Grupo 2 néo portadoras das mutagdes,

ndo houve diferenca na frequéncia de perdas entre as mulheres brancas e nao
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brancas. A miscigenacgao racial poderia levar a caracteristicas genéticas nao
encontradas em populacbes predominantemente caucasianas, que sao as
principais populagdes analisadas na literatura (BRANCH et al., 1985). No caso
do Grupo 2, a distribuicéo racial é bastante semelhante aquela observada na
populacdo brasileira. A origem étnica da populacdo brasileira € altamente
heterogénea, e deriva de imigrantes vindos de Portugal, Espanha, Itélia, Africa,
Asia e Europa central, cuja porcentagem varia nas diferentes regides do Brasil

(ARRUDA et al., 1995).

Em relacdto ao numero de gestacbes, nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estudados. Essas mulheres néo
tém problemas de esterilidade por serem portadoras de trombofilia hereditaria,
mas sim provavelmente, altera¢des vasculares placentarias que podem estar
associadas a perdas gestacionais. Este fato, mais uma vez, minimizou o efeito

da diferenca de idade entre as mulheres que compdem os dois grupos.

A avaliacao do resultado das gestacoes entre os dois grupos revelou que
houve uma maior freqténcia de abortos no grupo de mulheres portadoras de
trombofilia, 0 que correspondia a hipétese fundamental deste estudo. Ainda que
o numero de O&bitos fetais tenha sido semelhante nos dois grupos, é a
frequéncia de abortos que mostrou predominancia entre as mulheres com
mutacao do fator V. De certa maneira, isto corrobora alguns autores que
enfatizam a perda gestacional precoce, isto €, aborto com associacdo a
trombofilia hereditaria (STIRLING, WOOLF, NORTH, 1984). Nesta amostra, nao

se convalidaram os dados de KUPFERMINC et al., (1999) que encontraram
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maior freqUéncia de Obitos fetais e ndo de abortos. Eventualmente, a busca
sistematica deste tipo de alteracdo em mulheres com o6bito fetal venha a

esclarecer esta diferenca de opinides na literatura.

Nossos dados identificaram ainda que, entre a populacdo de mulheres
portadoras de trombofilia hereditéria, houve maior ocorréncia de aborto e de
aborto de repeticdo, como ficou demonstrado na Tabela 7. Na literatura a
associacao da presenca do fator V de Leiden e AER é controversa, com alguns
autores demostrando forte associacdo (GRANDONE et al., 1998; MURPHY et
al., 2000; YOUNIS et al., 2000), mas outros ndo (DIZON-TOWSON et al., 1997;

DULICEK et al., 1999).

Segundo Lindqvist, os abortamentos dessas mulheres portadoras de
trombofilia ndo séo seletivos, ou seja, ndo dependem do sexo ou do gendtipo
do concepto. Se nado ha perda preferencial de fetos com a mutacao (selecao
desfavoravel), ou sem a mutacéao (selecao favoravel), e ndo sendo esta selecao
intra-uterina, um eventual efeito seletivo deve recair sobre a gestante. Entao,
como a frequéncia de portadoras do fator V de Leiden € muito alta na forma
heterozigota (embora variavel em diversos estudos), deve estar atuando algum
mecanismo homeostético de selegcdo favoravel da forma heterozigota, por

cursar essa forma clinica com menor gravidade (LINDQVIST et al., 1998).

A hipétese de que a fisiopatologia da trombofilia levaria ao aborto por
formacao de trombos no sitio de implantagao, leva-nos também a crer que, se

este grupo de mulheres tivesse o diagnostico prévio a gestacao, a instiuicao de
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tratamento especifico, da mesma maneira que € proposto para mulheres
portadoras de trombofilia adquirida, por exemplo a SAF, deveriamos esperar

melhores resultados gestacionais (SOUZA et al., 1999).

Tendo em vista que este estudo nao incluiu mulheres com antecedente
de fenébmeno tromboembdlico no Grupo 2, por este ter sido critério de exclusao
na pesquisa original, ndo foi feita uma comparagao destes antecedentes entre
os dois grupos. Entretanto, analisando a ocorréncia de fendmenos
tromboembdlicos nos antecedentes pessoais do Grupo 1, conforme visto na
Tabela 8, observamos uma maior freqiiéncia de trombose venosa profunda. E
sabido que o uso de anticoncepcional oral eleva acentuadamente o risco para
TVP nas mulheres portadoras da trombofilia hereditaria (DE STEPHANO et al.,
1996). Em mulheres heterozigotas para esta mutacao, o risco eleva-se em oito
vezes aproximadamente, enquanto nas homozigotas sobe para 80 vezes. O
uso desse método contraceptivo é amplamente usado em nosso pais e pode ter
contribuido para a ocorréncia desses fenbmenos na maioria destas mulheres,
ainda que esses dados nao tenham sido avaliados no presente estudo. O fator
V de Leiden é comum em pacientes brasileiros com trombose, estando
presente em 20% a 40 % dos casos ndo selecionados com um episddio de
trombose venosa profunda (ARRUDA et al., 1995). Portanto, questionamos se
nao seria interessante no futuro propor a realizacdo de estudo de TH para
todas as mulheres que desejassem iniciar o uso de contraceptivo hormonal,
principalmente aquelas que apresentassem antecedentes familiares e pessoais

de fenébmeno tromboembdlico ou passado reprodutivo de perdas gestacionais.
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Ao estudarmos os antecedentes familiares de fenémenos tromboembdlicos
entre os dois grupos, encontramos no Grupo 1 maior numero de ocorréncias,
inclusive com mais de um episédio tromboembdlico (IAM, AVC e TVP) nos
mesmos familiares, conforme observado na Tabela 9. Esses resultados

reforcam a heranga geneticamente pré-determinada dos fatores de TH.

Quando estratificamos os antecedentes do Grupo 1 em primeira e
segunda geracdo, conforme realizado na Tabela 10, deparamo-nos com a
predominancia de fenémenos na primeira geracdo. Especulamos se esse
achado poderia estar ocorrendo por falta de diagndstico nesta segunda
geracao, ou mesmo por falta de informacdées das mulheres entrevistadas. Ao
comparamos 0s antecedentes familiares de tromboembolismo entre os dois
grupos, observamos a ocorréncia familiar de fenédmenos tromboembdélicos em
maior freqiéncia no Grupo 1, com manifestacdes em geracdes subseqlentes.
Isto pode sugerir que o fator V de Leiden seja herdado como um traco
autossémico dominante (KOSTER et al., 1993; DALHBACH, 1995), justificando
o estudo da familia de portadores dessa mutacdo para melhor profilaxia e
orientacado terapéutica. A prevaléncia do fator V de Leiden na populacéo geral
sugere selecao genética positiva, se considerarmos que o discreto estado de
hipercoagulabilidade pode ter conferido certa vantagem em situagcdes como

lesdo traumatica e gravidez (DALHBACH, 1995).

No Grupo 2, de mulheres nao portadoras dos fatores de TH, a ocorréncia
de episddios familiares foi encontrada em menor niumero de ocorréncias e sem

predilecéo por geracao.
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A presenca da mutacdo G20210A no Grupo 1 foi significativa quando
comparada com o Grupo 2. Essas pacientes apresentaram um risco 2,8 vezes
maior de trombose devido aos altos niveis plasmaticos de protrombina (POORT
et al.,, 1996). Dados de uma populacdo brasileira revelaram que a forma
heterozigota foi identificada em 0,7% de uma amostra aleatéria da populagéo e

em 4,3% em pacientes com trombose venosa (ARRUDA et al., 1997).

Os trés casos de mutagcdo no gene da protrombina associados a
mutacao do fator V de Leiden, encontrados no Grupo 1, apresentaram-se nas
formas heterozigotas para ambas as mutacées. Essas mulheres nunca
engravidaram, apesar de ndo usarem métodos contraceptivos ha pelo menos
20 meses. As trés pacientes procuraram o Ambulatério de Hemostasia do
Hemocentro/UNICAMP por apresentarem episddios de trombose venosa (uma
em membros inferiores, uma em subclavia e uma na ileo femural, evoluindo
para ileostomia). Nos antecedentes familiares dessas pacientes, todas

relataram episddios de trombose, IAM e AVC familiar.

Observa-se também que a associacdo dos dois fatores aumentou a
gravidade clinica da trombofilia apresentada nos antecedentes dessas

mulheres.

O estudo da trombose familiar e da sua associagcdo com perdas
gestacionais avangou muito nos ultimos anos. O estudo das familias com
predisposicdo a fendmenos tromboembdlicos sugeria um defeito genético e

uma herancga familiar foi confirmada. Porém, os mecanismos de transmisséo
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devem ter associacbes ainda nao definidas. Por exemplo, se o fator V de
Leiden é autoss6mico dominante, a freqiéncia da mutacdo da resisténcia a
proteina C ativada deve ser igual entre homens e mulheres (pelo menos eles
nascem em proporcao igual), mas ndo ha dados disponiveis na literatura para

confirmar essa hipotese.

Pergunta-se se essas familias portadoras de trombofilia teriam o fator
seletivo positivo (menor mortalidade por hemorragia) atuando com maior peso
do que o efeito desfavoravel (tendéncia a complicacées tromboembodlicas).
Eventualmente, isso justificaria a manutencéao da alta frequéncia de diagnéstico
do traco genético, apesar da fecundidade comprometida por perdas

gestacionais.

Os dados encontrados neste estudo sugerem importante relacdo entre
causa genética de trombofilia e abortamento. Esta é uma das poucas
investigacdes realizadas no Brasil sobre este assunto. Essas informacoes
contribuem para o entendimento da etiologia multifatorial dos abortos e sugere
que a presenca desses fatores possa coexistir com outros fatores ja

identificados na literatura e favorecer a ocorréncia de perda gestacional.

Este assunto ainda esta mal explorado do ponto de vista genético dessas
populacées. Até que nossos dados sejam claramente estabelecidos, a
abordagem dessas mulheres deve ser minuciosa e estender-se aos familiares,
para que consequéncias clinicas e obstétricas maiores possam ser evitadas.

Este estudo indica a necessidade de se ampliar a investigagcdo do papel das
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trombofilias hereditarias no aborto e, possivelmente, também nas perdas

gestacionais tardias.
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6. Conclusoes

6.1. As mulheres portadoras de trombofilia hereditaria apresentaram maior
ocorréncia de fenbmenos tromboembdlicos nos antecedentes clinicos e
maior ocorréncia de perdas gestacionais quando comparadas com

mulheres nao portadoras.

6.2. A freqiéncia de aborto foi significativamente maior nas mulheres
portadoras de trombofilia hereditdria quando comparadas com as nao

portadoras.

6.3. A freqliéncia de aborto espontaneo recorrente foi significativamente maior
nas mulheres portadoras de trombofilia hereditdria quando comparadas

com as nao portadoras.

6.4. A frequéncia de 6bitos fetais nao diferiu significativamente nos dois grupos

estudados.

6.5. A populagédo de pacientes portadoras do fator V de Leiden apresentaram
tendéncia elevada de fendmenos tromboembolicos , sendo principalmente

de trombose venosa profunda.
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6.6. A presenca de fenbmenos tromboembdlicos em familiares de primeira
geragdo foi significativamente maior nas pacientes portadoras das

mutac¢des quando comparadas com os familiares das néo portadoras.
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9. Anexos

ANEXO 1 - FICHA CLINICA

ESTUDO DE FATORES TROMBOGENICOS E PERDA GESTACIONAL

NUmero:

1. Fator V de Leiden:

2. Mutacao G20210A:

Nome:

ausente
homozigoto
heterozigoto

ausente
homozigoto
heterozigoto

HC:

Data de nascimento:

/ Telefone:

Endereco:
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ANEXO 2 - QUESTIONARIO

ESTUDO DE FATORES TROMBOGENICOS E PERDA GESTACIONAL

Identificacao Casono: |__ | | I

1. Qual é a suaidade hoje? | |

2. A senhora definiria sua cor de pele em:

1-preta 2-parda 3-branca 4-amarela 5-indigena |

Antecedentes Obstétricos

3. Quantas vezes a senhora ficou gravida? | |

4. Quantos partos ou cesareas a senhora teve? | | |
5. A senhora ja teve abortos? Quantos? | |
6. Quantos filhos vivos a senhora tem? | |

7. A senhora teve filhos que nasceram mortos? | | Quantos? | |

Evolucao das gestacoes (s6 para as que tiveram abortos e/ou natimortos)

8. Quantos meses de gravidez a Sra. estava quando teve 0 1°| |
Qual o peso? | | | | |

9. E a segunda foi de quantos meses? |___ | Qualopeso? | | | ||
10. E a terceira foi de quantos meses? || Qualopeso? | | | ||
11. E a Quarta foi de quantos meses? | | Qualopeso? | | | ||
12. A Quinta foi de quantos meses? | | Qualopeso? | | | ||
13. A Sexta foi de quantos meses? | | Qualopeso? | | | ||
14. A sétima foi de quantos meses? | | Qualopeso? | | | ||
15. A oitava foi de quantos meses? | | Qualopeso? | | | ||
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Antecedentes Clinicos Pessoais

16. A senhora ja teve algum episédio de inflamagéo das veias da perna/ trombose?
Sim | | Nao | | Numero

17. A senhora ja teve alguma vez um Infarto Agudo do Miocéardio?
Sim | | Nao | |

18. A senhora ja teve algum episédio de derrame ou AVC?
Sim | | Nao | |

Antecedentes familiares

19. Na sua familia alguém teve trombose? |___ | Quem?

20. Na sua familia alguém teve infarto? | | Quem?
21. Na sua familia alguém ja teve derrame ou AVC? |___ | Quem
22. Na sua familia alguém tém pressao alta? | | Quem?
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ANEXO 3 - CARTA ENVIADA A PACIENTE

Meu nome é Dra. Renata, sou médica da Pés-Graduagao do Departamento de
Tocoginecologia da UNICAMP e gostaria de convida-la a participar de um estudo .

Esse estudo tem como obijetivo identificar as causas de perdas gestacionais,
como aborto espontéaneo e 6bito fetal, associados com fatores sanguineos. O resultado

podera melhorar a assisténcia médica.

Gostaria de convida-la para participar voluntariamente desse estudo
respondendo um questionario curto pelo telefone. O seu nome serd mantido em sigilo e
os resultados ndo permitirdo identifica-la. Caso ndo queira participar, isso ndao a

prejudicara em seu atual e futuro atendimento nesse hospital.

Caso a senhora resolva participar, favor assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido anexo a essa Carta, e coloca-lo nesse envelope ja selado
enderegcado a mim e colocar no correio ou caixa de coleta. Assim que receber a sua

correspondéncia, entrarei em contato para entrevista-la por telefone.

Obrigada pela atengéo, Dra. Renata.

Em caso de dividas favor me ligar no telefone 19 — 3788 9336, as quartas feiras no periodo da tarde.
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ANEXO 4 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,

anos, telefone - aceito colaborar nesse

estudo realizado pela Dra. Renata Zaccaria Simoni sobre os fatores sanglineos que
possam levar a perda de gestacdes. O objetivo desse estudo é ajudar a esclarecer as
causas de perda da gestacao antes ndo conhecidas e os resultados poderao ajudar a
um melhor tratamento, reduzindo o niumero de perdas no futuro.

Para isso colaborarei como voluntaria em responder uma entrevista por telefone, para
responder a um questiondrio que levara cerca de 15 minutos. As informagbes
reveladas por mim durante essa entrevista serdo mantidas em sigilo, sendo de
conhecimento apenas da pesquisadora.

Minha participacao nesse estudo ndo ira me trazer nenhum beneficio imediato, mas fui
informada que posso nao responder a qualquer pergunta e posso desistir durante a
entrevista. Caso ndo queira participar, isso ndo prejudicara meu atendimento atual e

futuro nesse hospital.

Assinatura da paciente Dra. Renata Zaccaria Simoni

Campinas, de de 2001.
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ANEXO 5 - TECNICA LABORATORIAL

As técnicas laboratoriais que serdao descritas a seguir (fator V de Leiden e
mutacdo G20210A) utilizaram meétodos de biologia molecular. Por isso, antes da
descricdo das técnicas, faz-se necessario descrever a extracdo do DNA de sangue
periférico:

O DNA foi isolado de células nucleadas, a partir de 10 ml de sangue venoso
coletado. O plasma foi descartado, ap6s centrifugacdo do sangue a 3000 rpm a 4°C, por
10 minutos. Para a lise das hemacias adicionou-se NH,Cl 0,144M na proporgéao de 0,5
vezes 0 volume de células. Ap6s 15 minutos a temperatura ambiente, a solucao foi
centrifugada a 2000 rpm, a 4°C, por 20 minutos. Esta etapa foi repetida até a obtencao

de um precipitado nuclear de leucdécitos livre de hemacias.

Os leucécitos foram dissolvidos em 10 ml de tampdo TKM-1 (KCI 1M, EDTA
0,2M, Tris/HCI 2M pH 7,6, MgCl, 1M). A seguir acrescentaram-se 125 ul de Triton X-100
e, ap6s a homogeneizacao por inversao, o material foi novamente centrifugado a 2200
rom por 10 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado em 5 ml de TKM1 e centrifugado novamente. Desta vez, o sedimento
obtido foi ressuspenso em 0,8 ml de tampao TKM2 (KCI 1M, EDTA 0,2M, Tris/HCI 2M
pH 7,6, MgCl, 1M, NaCl 5M).

Apés a adicao de 50 ul de SDS (Dodecil sulfato de s6dio) a 10%, a suspensao foi
homogeneizada e incubada em banho-maria a 55°C, por 30 minutos. Acrescentaram-se
entdo 300 ul de NaCl 5M e, ap6s mistura por inversdo, centrifugou-se a 12000 rpm por

10 minutos.

Ao final, a camada superior contendo o DNA foi transferida para um tubo estéril
de 15 ml. Procedeu-se a extracao de DNA, adicionandose 10 ml de fenol (redestilado e
saturado em Tris/HCI 0,2mM, pH8,0, contendo 0,1% de hidroxiquinolina), cloroférmio e
alcool-isoamilico, na proporgéo 25:24:1. Ap6s mistura por inversao, centrifugou-se a
12000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido e novamente adicionou-se 1
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ml de cloroférmio/alcool-isoamilico (24:1). Misturou-se por inversdo e centrifugou-se a

12000 rpm por 10 minutos.

Para a precipitacdo do DNA foi utilizado etanol absoluto gelado na propor¢ao de
2 vezes o volume da fase aquosa, a temperatura ambiente. A mistura foi invertida

diversas vezes até a obtencao do precipitado de DNA.

O DNA precipitado foi lavado em etanol gelado a 70%, para eliminar residuos de
sal. O DNA obtido foi ressuspenso em quantidade apropriada de TE (Tris pH 8,0 10mM,
EDTA 0,imM pH 7,4) e sua concentracdo e pureza foram determinadas em
espectrofotobmetro, pela leitura das densidades épticas nos comprimentos de onda de
260 a 280 nm, em luz ultravioleta.

Pesquisa do fator V de Leiden

O codon para Arg506 estd posicionado no exon 10 do gene do fator V. A
determinacao da mutacao G para A envolveu a amplificagcdo desta regiao, seguida pela

digestdo com a enzima Mnll.

Apés a extracao do DNA genbémico, o exon 10 foi amplificado através da reagdo em
cadeia pela polimerase (RCP), utilizando-se uma mistura de 54mM de tris-HCI, pH 8.8,
54mM MgCl, 5.4uM EDTA, 13.3mM (NH,).SO,, 10% DMSO, 8mM B-mercaptoetanol,
0.4mg/ml BSA, 0.8mM de cada nucleosideo trifosfato, 400 ng de cada iniciador (sense: 5’-
CTTGAAGGAAATGCCCCATTA-3' e antisense: 5-TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA-3),
500ng de DNA e 2 U de Taq polimerase. A reacdo envolveu 30 ciclos de incubacao a 94°C
(40”), 57°C (40”) and 72°C (2’). Um fragmento de 220 pares foi obtido e 5-10ul do material
amplificado foi digerido com 0.5U da enzima Mnl |. Esta regido do exon 10 continha 2 sitios
de restricdo nas posicoes 1637 e 1694. Apo6s a digestdo do gene normal (alelo 1691G),
fragmentos de 116, 67 e 37 pares de base foram observados, através de uma corrida em
gel de agarose a 2%. Quando o alelo mutante estava presente (1691A), nao ocorreu mais
a clivagem na posicao 1694, e observaram-se fragmentos de 153 e 67 pares de base.
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Deteccao da mutacdao G20210A no gene da protrombina

Apds a extracdo do DNA gendmico, o fragmento ndo transcrito da regido 3"do
gene da protrombina foi amplificado pela RCP, numa mistura de 54 mM Tris-HCI, pH 8.8,
5.4 mM MgCl,, 5.4 uM EDTA, 0.8 mM de cada nucleosideo trifosfato, 400 NG de cada
iniciador: sense (5-TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3) e antisense (5-
ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC-3’), 500 ng do DNA genémico e 2 U da enzima Taq
polimerase. A reagdo envolveu 35 ciclos de incubagio a 94°C (1 minuto), 58°C (1 minuto)
e 72°C (1 minuto) e resultou na obtengdo de um fragmento de 345 pares de base. 10 a
15ul do material amplificado foram digeridos com 2.5 U da enzima Hid lll, fornecendo um
fragmento de 322 pares de base, na presenca do alelo mutante (G20210A). Quando o
alelo normal (20210G) estava presente, o sitio de restricao foi ausente e o fragmento de

345 pares de base permaneceu intacto.
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ANEXO 6

DISTRIBUIGAO DA IDADE EM ANOS DAS MULHERES DOS GRUPOS ESTUDADOS

Idade (anos) Grupo1 Grupo 2 Total
<20 3 13 16
>=20<30 10 57 67
>=30<40 17 23 40
>=40<50 2 1 3
>=50<60 4 0 4
>=60<70 4 0 4
>=70<80 1 0 1
>=80 1 0 1
Total 42 94 136
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