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RESUMO
Abortamento Espontaneo Recorrente (AER) caracteriza-se por duas ou mais perdas
conceptuais espontaneas e consecutivas antes da 20* semana de gestacdo, acometendo
entre 1% e 2% das mulheres em idade reprodutiva. Fatores genéticos, anatémicos,
enddcrinos, infecciosos e imunol6gicos, por meio de mecanismos que relacionam o
Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) e a frequéncia de determinados
antigenos HLA (Antigeno Leucocitario Humano), estdo associados ao AER. O gene
HLA localiza-se no brago curto do cromossomo 6 entre as regides 6p21.31 e 6p21.33, é
herdado em bloco e expresso em co-dominancia. O mesmo exerce uma grande
influéncia na modulacdo e indugdo da tolerancia materna durante a gestacdo. Esta
pesquisa teve como objetivo verificar as frequéncias alélicas dos loci HLA-A*, -B* e -
DRB1* em mulheres com e sem AER. Realizou-se um estudo caso-controle em 200
mulheres (100 para cada grupo), entre 18 e 35 anos de idade. Todas as amostras foram
tipificadas pelo método PCR-SSOP (Reacdo em cadeia da Polimerase — Sondas de
Oligonucleotidios de Sequéncias Especificas). Os alelos mais frequentes tanto em
mulheres com e sem AER foram, respectivamente: HLA-A*02 (56%) e (49%), HLA-
DRB1*13 (31%) e (39%)-embora sem resultado estatisticamente significante; HLA-
A*24 (12%) e (25%), (OR: 0,41; 95% IC: 0,18-0,92; p=0,028); HLA-A*34 (8%) e
(1%), (OR: 8,61; 95% IC: 1,06-187,04; p=0,034); HLA-B*35 (16%) e (41%) (OR:
0,27; 95% IC: 0,13 — 0,56; p=0,0002). Os hapl6tipos mais frequentes em mulheres com
e sem AER foram, respectivamente: A*02DRB1*16 (12%) e (2%) (OR 6,68; 95% IC:
1,36 — 44,52; p=0,012). No presente estudo, apenas o locus DRB1* apresentou
desequilibrio de ligacdo significante (p=0,01) em mulheres com AER. A elevada
frequéncia dos alelos HLA-A*02 e HLA-DRB1*13 é justificada pela ampla distribuicéo
desses alelos na populagdo maranhense. Os alelos HLA-A*24 e HLA-B*35
apresentaram-se como um fator de prote¢éo e o alelo HLA-A*34 um fator de risco para
AER. Para as associagdes haplotipicas, o haplotipo A*02DRB1*16 foi mais frequente
em mulheres com AER, sendo um fator de risco para este grupo. Para a ratificacdo dos
resultados deste trabalho, faz-se necessario aumentar o nimero amostral, bem como
estudos de epidemiologia genética para o melhor entendimento do papel dos antigenos

HLA e/ou sua ligacdo a outros genes como fator de risco para o AER.

Palavras-chave: AER. Aborto Espontaneo Recorrente. Frequéncia alélica. Gene HLA.



ABSTRACT
Recurrent spontaneous abortion (RSA) is defined as two or more consecutive
spontaneous pregnancy losses before the 20™ week of gestation, a situation that occurs
in 1 to 2% of women in reproductive age. Genetic, anatomical, endocrine, infectious
and immunologic factors through mechanisms that relate to the Major
Histocompatibility Complex (MHC) and the presence of certain HLA (Human
Leukocyte Antigens) are associated to RSA. HLA gene is located on the short arm of
chromosome 6 between the 6p21.31 and 6p21.33 regions. This gene is inherited in
haplotypes and expressed in codominance, having influence on modulation and
induction of mother tolerance during the pregnancy. The aim of this study was to
compare the allelic frequencies of HLA-A*, HLA-B* and HLA-DRB1* loci in women
with and without RSA. It was a case-control study in 200 women (100 for each group)
between 18 and 35 years of age. All samples were typified by the PCR-SSOP method
(Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotide Probes). The most
frequent alleles observed in the group of women with and without RSA were: HLA-
A*02 (56%) and (49%), HLA-DRB1*13 (31%) and (39%) respectively - there was no
statistical significative difference when compared among the groups for this alleles;
HLA-A*24 (12%) e (25%), (OR: 0.41; 95% CI: 0.18-0.92; p=0.028); HLA-A*34 (8%)
e (1%), (OR: 8.61; 95% CI: 1.06-187.04; p=0.034); HLA-B*35 (16%) e (41%) (OR:
0.27; 95% CI: 0.13 - 0.56; p=0.0002). The most frequent haplotypes observed in the
group of women with and without RSA were: A*02DRB1*16 (12%) e (2%) (OR: 6.68;
95% CI: 1.36 — 44.52; p=0.012) respectively. In this research, DRB1* locus in women
with RSA was in linkage disequilibrium (p=0.01.). The high frequency of HLA-A*02
and HLA-DRB1*13 alleles in this study was due to the wide distribution of this allele in
the population of Maranhdo. HLA-A*24 e HLA-B*35 alleles were considered as a
protection factor and HLA-A*34 allele was considered as a risk factor to RSA. The
A*02DRB1*16 haplotype was the most frequent and considered as a risk factor to RSA.
In order to confirm the observed results in this research, a study involving a higher
sample size is necessary as well as genetic epidemiology researches to shed light on the

role of HLA antigens and/or its connection to other genes as a risk factor.

Keywords: RSA. Recurrent Miscarriage. Allelic frequency. HLA Gene.
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1 INTRODUCAO

O abortamento espontaneo pode ser observado em até 15% das mulheres,
ocorrendo principalmente no primeiro trimestre da gestagdo. A incidéncia de
abortamentos espontaneos é semelhante entre as mulheres com gestacdo natural ou

obtida atraves de técnicas de reproducéo assistida (SCHIEVE et al.,2003).

Abortamento caracteriza-se pela eliminacio do concepto. E um evento
frustrante, principalmente para a mulher que aborta repetidas vezes, no qual se acumula
sentimento de pesar e frustracdo a cada novo fracasso (MATTAR; CAMANO;
DAHER, 2003).

Define-se Abortamento Espontaneo Recorrente (AER) como duas ou mais
perdas conceptuais espontaneas e consecutivas antes da 20? semana de gestacédo
(MATTAR; CAMANO; DAHER, 2003).

Casos de AER séo vistos em até 5% dos casais, mas em apenas 50%
encontra-se um fator especifico para as perdas (MICHELON et al., 2006). Entre as
causas mais comumente identificadas estdo: alteracbes cromossémicas (aneuploidias
envolvendo os cromossomos 13, 16, 18, 21, 22, X e Y), anomalias uterinas (como
septos, sinéquias dentre outros), distdrbios enddcrinos (hipertireoidismo, diabetes
mellitus descompensado, sindrome de ovarios policisticos) e estados protromboticos
(trombofilias auto-imunes e de origem genética) (BALASCH, 2004).

O sistema imunologico vem sendo um dos alvos de pesquisa na busca das
causas do AER, devido a sua importancia para o desencadeamento e controle de varios
processos fisioldgicos e patologicos. Ele apresenta uma intima inter-relagdo com o
sistema nervoso e enddcrino, havendo, entre eles, varios receptores e ligantes em
comum. Assim, substancias caracteristicas de cada um destes sistemas, como citocinas,
neuropeptideos, neurotransmissores e hormonios, podem ser sintetizadas e modificar
determinadas fungdes e atividades representativas de cada um deles (SOUZA;
VOLTARELLI; FERRIANI, 1997).

Durante os anos 50 e 60 iniciou-se um novo campo de pesquisa, a

Imunologia Reprodutiva, tendo como base a tolerancia imunoldgica. Desde entdo,
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reconhece-se que, durante o processo reprodutivo, varios fatores imunoldgicos

participam, de forma direta ou indireta, na sobrevida do concepto (ANDERSON, 1996).

O periodo gestacional compreende um estado imunoldgico altamente
complexo e com caracteristicas proprias, envolvendo os fendmenos auto e alo-imunes.
Os fendmenos auto-imunes promovem a producgéo, por parte do sistema imunologico
materno, de auto-anticorpos que véo alterar o leito placentario e com isso determinar a
perda gestacional, e os fendmenos aloimunolégicos compreendem distdrbios no
reconhecimento dos antigenos feto-paternos e/ou no desencadeamento de resposta
imunologica modulada e protetora (CHRISTIANSEN, 1996; MATTAR et al., 2004;
PEREIRA et al., 2005).

Ainda ndo h& explicacdo definitiva para o fato de o organismo materno
aceitar o desenvolvimento do concepto durante 0s nove meses da gestacdo. Uma das
caracteristicas do sistema imunoldgico € elaborar mecanismos para rejeitar o que é
estranho, principio este aplicado aos transplantes de 6rgdos, nos quais todo enxerto de
Orgdos de doadores que ndo seja geneticamente idéntico ao receptor tende a ser
rejeitado. O feto possui antigenos de origem paterna, sendo considerado, portanto, pelos
conceitos imunologicos, um aloenxerto que deveria ser rejeitado e, no entanto, o que se

observa € que a gravidez ndo se enquadra a esta regra (MATTAR et al., 2004).

Inicialmente a ndo-rejeicdo do feto foi atribuida a auséncia de resposta
imunoldgica materna, mas inumeras investigacbes demonstraram que na gravidez existe
0 desenvolvimento de respostas imunoldgicas com a participacdo de fatores humorais e
celulares (CHRISTIANSEN, 1996).

Sabe-se que o0s genes HLA (Human Leucocitary Antigen - Antigeno
Leucocitario Humano) desempenham um importante papel no mecanismo de rejeicdo a
tecidos transplantados. Em virtude de o feto ser um aloenxerto, estes genes s&o
importantes na modulacdo e inducdo da tolerdncia materna durante a gestacao,
desempenhando um importante papel na reproducdo, com efeitos sobre a implantacéo,
sobrevivéncia e crescimento do feto (CHOUDHURY; KNAPP, 2000; DONADI, 2001).

Komlos e colaboradores relataram, pela primeira vez, uma alta

compatibilidade do sistema HLA entre os casais com AER. Apesar de varios trabalhos
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realizados na tentativa de elucidar o papel destes antigenos no aborto recorrente, sabe-se
que os antigenos HLA-A, -B, -DQ e -DR ndo estdo expressos na superficie do
trofoblasto. Estes antigenos, talvez, pudessem atuar por meio de um desequilibrio de
ligagdo com outros antigenos relevantes, expressos nos tecidos fetais. Portanto, a
tipificacdo dos antigenos HLA classicos estaria revelando, alteracbes no padrdo de
distribuicdo destes antigenos, e sua frequéncia nas mulheres com aborto recorrente
(SOUZA; VOLTARELLI; FERRIANI, 1997).

O campo da Imunologia da Reprodugdo, mesmo com todos 0s avangos,
ainda ndo e totalmente compreendido, 0 que torna necessario o desenvolvimento de
pesquisas que busquem elucidar quais fatores imunologicos seriam responsaveis por

complicagOes gestacionais.
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2 JUSTIFICATIVA

Os avancos das pesquisas no campo da Imunologia da Reproducdo tém
possibilitado a identificacdo de alteragbes imunoldgicas responsaveis por muitos

Abortamentos Espontaneos Recorrentes (AER).

Como a imunologia da reproducdo ndo é totalmente conhecida, e suas vias
de manifestacdo tampouco o séo, torna-se um desafio o desenvolvimento de pesquisas
para deteccdo das falhas gestacionais nas quais os fatores imunologicos seriam 0s
responsaveis. A justificativa para a realizacdo deste trabalho esta na sua contribuicéo
para melhor conhecer a frequéncia dos alelos HLA-A*, -B* e DRBL1* e sua associagdo
com o AER.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Aborto Espontaneo Recorrente (AER)

Define-se Aborto Espontaneo Recorrente (AER) a historia reprodutiva de
duas ou mais perdas espontaneas sucessivas de gestacdes até a vigésima semana
gestacional (HARGER et al., 1983; COULAM, 1986; REGAN et al., 1998; MATTAR;
CAMANO; DAHER, 2003).

Ocorre em 10% a 15% das gestacOes diagnosticadas, acometendo entre 1%
a 2% das mulheres em idade reprodutiva. Estimativas mostram que 2% a 5% dos casais
passaram pela experiéncia de AER e referem-na como um grande desgaste emocional
em suas vidas (COULAM, 1986; COULAM; MOORE; O'FALLAN, 1987; REGAN et
al., 1998).

A incidéncia de abortamentos espontaneos é semelhante entre as mulheres
com gestacdo natural e as submetidas a técnicas de reproducao assistida (SCHIEVE et
al., 2003). Mulheres que tiveram dois abortos sucessivos, a probabilidade de um terceiro
vir ocorrer varia de 17% a 35%, e para aquelas que ja passaram por trés ou mais
abortos, a probabilidade de ocorréncia do quarto esta entre 25% e 46% (BARINI et al.,
2000).

Casos de AER sdo vistos em até 5% dos casais, sendo que uma causa
especifica para as perdas costuma ser evidenciada em 50% dos casos (MICHELON et
al., 2006).

3.2 Fatores associados ao Aborto Espontaneo Recorrente (AER)

Diversos fatores estdo associados a0 AER, entre eles estdo: os genéticos,

anatdmicos, enddcrinos, infecciosos e os imunolégicos (SALOMAO, 1994).

O fator genético esté relacionado com a ocorréncia do abortamento e sua
posterior repeti¢do, sendo as anomalias cromossdmicas no casal, responsaveis por 50%
a 60% dos AERs que ocorrem no primeiro trimestre (BOUE; BOUE; LAZAR, 1975).

Entre os fatores genéticos destacam-se as alteracbes cromossdémicas do tipo numeéricas,
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das quais: 50% a 60% s&o de trissomias, 20% a 25% de poliploidias e 15% a 25% de
monossomias do cromossomo X, além de aneuploidias envolvendo os cromossomos 13,
16, 18, 21,22, X e Y (CAETANO et al., 2006).

As alteragbes cromossomicas estruturais, tais como as translocagoes,
também contribuem para o AER. Translocacgdes balanceadas séo observadas em 7,2%
dos casos de AER. Somam as alteragbes numéricas e estruturais, a presenca de
mosaicismo no cariétipo materno ou paterno (SACHS; JAHODA; VAN HEMEL, 1985;
BOUE, 1998).

As anomalias morfoldgicas do Utero sdo responsaveis por cerca de 15,0% a
27% dos casos de AER (HARGER et al., 1983; STRAY-PETERSEN B; STRAY-
PETERSEN S, 1984). S&o incluidos nesse grupo o Utero bicorno, unicorno e didelfo, as
sinéquias e septos uterinos e a insuficiéncia cervical (BUTTRAM; GIBBONS, 1979;
KURUP; GOLDKRAND, 1999; HOMER; LI; COOKE, 2000). Em um estudo com 509
mulheres com AER investigadas ecograficamente, as alteracbes uterinas sdo
encontradas em cerca 23,8% dos casos, sendo a distorcdo da anatomia uterina a mais

severa anomalia congénita encontrada (SALIM et al., 2003).

A insuficiéncia lutea é a responsavel pela baixa produgdo de progesterona
levando a maturacdo endometrial insuficiente para suportar a nidacdo e o
desenvolvimento do ovo (BOTELLA, 1996). E a principal causa enddcrina relacionada
a perda gestacional. A prevaléncia dos defeitos da fase ldtea varia de 5,1% a 60% nos
casos de AER (CSAPO; PULKKINEN; WIEST, 1973; THO; BYRD; MCDONOUGH,
1979; DUDLEY; BRANCH, 1989).

Além da insuficiéncia lUtea, outras alteracbes hormonais sdo observadas em
mulheres com AER. O diabetes mellitus € responsabilizado por abortos
(SUTHERLAND; PRITCHARD, 1986). Entretanto, pesquisa realizada ndo mostra
diferenca nas taxas de perdas gestacionais precoce entre mulheres diabéticas e saudaveis
(MILLS, 1983). As endocrinopatias sdo bastante relacionadas a ocorréncia de ébito fetal
(PRITCHARD; MCDONALD; GANT, 1985; THOMAS; REID, 1987).

Infeccbes, promovidas por agentes microbiologicos tais como: Chlamydia

trachomatis, Brucella abortus, Citomegalovirus spp., Toxoplasma gondii, Herpes
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simplex, Mycoplasma spp., tém sido propostos como causadores de AER. Porém, essa
associacdo ndo estd comprovada. O Ureaplasma urealyticum foi relacionado ao AER,
mas os resultados da literatura permanecem inconclusivos. Nao ha evidéncias que
comprovem a importancia das infeccGes citadas na génese do AER. Fatores exdgenos,
tais como fumo e alcool, parecem aumentar o risco (STRAY-PEDERSEN; ENG;
REIKVAN, 1978; ANOKUTE, 1986; CARP et al., 1990; MONTEIRO; PINTO;
BEDONE, 1994; CAETANO et al., 2006).

3.3 Sistema HLA

O complexo principal de histocompatibilidade (CPH) é um grande
complexo génico com multiplos loci, responsdvel pela codificacdo das moléculas
apresentadoras de antigenos ao sistema imune no qual exerce grande influéncia no
processo de transplante de orgdos e tecidos (KLEIN; SATO, 2000; ALVES et al.,
2007).

Em seres humanos, o CPH é denominado sistema HLA (Human Leukocyte
Antigens). Compreende uma regido de genes altamente polimorficos localizados no
brago curto do cromossomo 6, entre as regides 6p21.31 e 6p21.33. Cada locus pode
conter um entre diferentes genes para uma determinada glicoproteina, ao que chamamos
de polimorfismo, e que possibilitam assim, grande variacdo na expressao destas
glicoproteinas; é herdado em bloco e expresso em co-dominancia (BENJAMINI;
COICO; SUNSHINE, 2002; MONTE et al., 2004; ALVES et al., 2005; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008; PAROLIN; CARNESE, 2009) (Figura 1).
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Figura 1 — Organizacdo gendmica do Complexo HLA Estendido
(ZIEGLER; KENTENICH; UCHANSKA-ZIEGLER, 2005)
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O Complexo HLA classico possui cerca de 200 genes, com 3600 quilobases
(Kb). O “MHC extendido” (xMHC), o qual foi descrito recentemente, abrange 7,6 Mb,
0 que equivale a 421 loci, dos quais estima-se que 252 (60%) sdo transcritos e
apresentam ORFs (matriz de leitura aberta), 30 loci (7%) sdo transcritos, porém ndo
apresentam ORFs, e 139 (33%) sdo pseudogenes. O xXMHC é divido em cinco
subregides do teldmero ao centromero: classe | extendida, classe I classica, classe Il
classica, classe Il cléssica e classe Il extendida, respectivamente (HORTON et al, 2004;
FERNANDO et al, 2007).

Os genes de HLA classe | sdo dez e a nomenclatura oficializada desses
genes é: HLA-A, B, C, D, E, F, G, H (HFE), K e L. Os trés primeiros genes de classe I
sdo comumente usados na identificacdo de histocompatibilidade em transplantes. Os
genes HLA-E e F codificam moléculas encontradas em tecidos fetais e em alguns
tecidos da fase adulta e estdo relacionadas com a ativacdo das células NK (natural
killer). Os genes HLA-G codificam moléculas que também estdo diretamente ligadas a
ativacdo das células NK, e estdo indiretamente relacionadas com a ativacdo do HLA-E
presentes em tecidos placentarios. Os loci HLA-J, K e L ndo codificam proteinas, sendo
denominados pseudogenes. De modo geral, os genes de classe | expressam moléculas
na superficie estando presente em todas as ceélulas nucleadas do organismo
(JANEWAY; TRAVES, 2002; SULLIVAN et al., 2006).

Na regido de classe Il, sdo reconhecidos os seguintes genes: HLA-DRA;
DRB1-9; DQAL,2; DQBL1,3; DOA, DOB, DMA; DMB; DPAL,2; DPB1,2; TAP1,2;
LMP2,7 e MICA-E. Os produtos dos genes HLA-DR, DQ e DP sdo as moléculas
classicas de histocompatibilidade de classe Il. Os genes DOA e DOB codificam as
cadeias o ¢ B das moléculas de HLA, respectivamente. Além desses, sdo também
encontrados o0s genes responsaveis pela codificagcdo de moléculas relacionadas ao
processamento, transporte e associagdo de peptideos as moléculas do HLA, 0s genes
LMP 2 e 7.(OLIVEIRA; SELL, 2002; ALVES et al., 2005; SULLIVAN et al., 2006).

Os genes TAP 1 e 2 transportam o0s peptideos degradados no citosol para o
reticulo endoplasmatico, facilitando a associagdo do peptideo com a molécula HLA de
classe 1. As moléculas HLA-DMA e DMB auxiliam no processamento e inser¢do do

peptideo as moléculas classicas de histocompatibilidade de classe 1. Os genes MIC,
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relacionados com a codificacdo de moléculas relacionadas com as de classe I, foram
recentemente distribuidos nas categorias MICA, MICB, MICC, MICD e MICE.
Existem diversos pseudogenes incluidos na regido do HLA de classe II, tais como
DRB2, 6, 7, 8 e 9; DQA2, DQB2 e DQBS, ¢, ainda, DPA2 e DPB2 (OLIVEIRA,; SELL,
2002; ALVES et al., 2005; SULLIVAN et al., 2006).

As moléculas de classe Il sdo expressas em celulas imunes apresentadoras
de antigenos (células B, células T ativadas, macrdfagos, células dendriticas e células
epiteliais timicas (OLIVEIRA; SELL, 2002; ALVES et al., 2005; SULLIVAN et al.,
2006).

A regido HLA de classe Il compreende pelo menos 59 genes, entretanto,
ndo é conhecido se todos 0s genes desta regido sdo funcionais ou pseudogenes. Dentre
eles, destacam-se os do sistema complemento (C4A, C4B, Fator B e C2), 0s genes que
codificam a enzima 21-hidroxilase (21-OH), a proteina do choque térmico (Hsp 70), e
TNF e LTA que codificam as citocinas TNF-a e LT-p (antigo TNF-B) respectivamente
(FERNANDES et al., 2003; ALVES et al., 2005).

Pelo fato dos genes HLA estarem muito proximos uns dos outros, eles séo
herdados em bloco. O conjunto de genes, herdados em bloco, oriundos do cromossomo
materno ou paterno é designado haplétipo. Os haplotipos compreendem complexos de
genes fortemente unidos que, com efeito, raramente sofrerdo recombinagdo durante o
crossing over, isso faz com que a maioria dos individuos herde um conjunto intacto de
alelos HLA parentais de cada progenitor. Outra caracteristica dos alelos HLA é o perfil
de expressdo co-dominante, assim individuos heterozigotos expressam os dois
hapldtipos que possui (BENJAMINI; COICO; SUNSHINE, 2002; JANEWAY;
TRAVES, 2002; SULLIVAN et al., 2006).

Devido ao seu grande polimorfismo, os genes do sistema HLA apresentam
frequéncias alélicas variadas em diferentes populagcfes. Esta diversidade genética da
espécie permite haver diferencas na susceptibilidade a doencas entre grupos
geneticamente distintos (FERNANDES et al., 2003; ALVES et al., 2005).



26

3.4 Sistema HLA e Aborto Espontaneo Recorrente (AER)

A relacdo imunoldgica entre mée e feto € importante para a manutencdo e o
sucesso da gravidez, uma vez que o feto € um enxerto semi-alogénico. Inicialmente, a
nédo-rejeicdo do feto foi atribuida a auséncia de resposta imunoldgica materna, mas
inimeras investigagdes demonstraram que na gravidez existe o desenvolvimento de
respostas imunologicas com a participacdo de fatores humorais e celulares
(CHRISTIANSEN, 1996).

Ainda ndo ha uma compreenséo plena dos mecanismos que protegem o feto
do sistema imune materno, mas supde-se que o trofoblasto e a expresséo de alguns HLA
ndo-classico - HLA-G - exercam funcdo importante nesta tolerancia imunoldgica, uma

vez que representam a interface entre as células fetais e maternas (ALVES et al., 2007).

Outra hipoGtese é que a presenca de HLA em homozigose no enxerto
embrionario (semelhanga do par de genes HLA entre os pais) resultaria numa producéo
diminuida de anticorpos "bloqueadores” maternos. Tais anticorpos seriam responsaveis
pela protecdo do feto contra a resposta imune da mée, ocasionando a tolerancia fetal,
suprimindo a rejeicéo e evitando 0 AER (KRUSE et al., 2004).

O mecanismo pelo qual o sistema imune materno néo rejeita o feto durante a
gravidez a despeito da presenca de antigenos paternos € desconhecido. Evidéncias
indicam uma interacdo bidirecional entre o sistema imune materno e o sistema
reprodutivo durante a gravidez, o que resultaria no estimulo ou inibicdo do
desenvolvimento da unidade fetoplacentaria (WEGMANN et al.,1984).

Estudos associam a compatibilidade de antigenos HLA dos pais com a
ocorréncia de AER classificando-os como: primario ou secundario. No primario ha uma
maior compatibilidade de antigenos HLA entre o casal, hiporreatividade na cultura
mista de linfocitos e auséncia de anticorpos bloqueadores dirigidos contra antigenos
paternos, enquanto o secundario apresenta compatibilidade de antigenos HLA no casal,
cultura mista de linfocitos normais e presenca de anticorpos blogqueadores contra
antigenos paternos (SOUZA; VOLTARELLI; FERRIANI, 1997; KRUSE et al., 2004).
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3.5 Gravidez e a Resposta Imunoldgica

A maioria das respostas imunes envolve principalmente respostas do tipo
humoral ou mediadas por células (PARISH, 1972; KATSURA, 1977). A descoberta de
dois subtipos de clones de células T auxiliares (Th) CD4+, Thl e Th2, fornece algumas
explicacOes para a expresséo das duas respostas (MOSMANN et al., 1986; DEL PRETE
etal., 1991).

Quando ativadas as células Thl produzem IL-2, IFN-y e TNF-a
(MOSMANN et al., 1986; CHERWINSKI et al. 1987; COFFMAN et al., 1988;
MOSMANN; COFFMAN, 1989). O padrdo de citocinas Thl estd frequentemente
associado com resposta mediada por células, particularmente apropriadas para destruir
patogenos extracelulares endocitados por células fagociticas ou patdégenos que se
multiplicam no citoplasma das células infectadas (MOSMANN et al., 1989).

O padréo de citocinas Th2, que inclui IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13,
estimula respostas de anticorpos, promovendo a producdo de quantidades relativamente
elevadas de IgM, IgE, e isotipos de IgG ndo-ativadores do complemento, além de
estimular a ativacdo e diferenciacdo de eosinofilos e atua nas reagGes alérgicas
(CHERWINSKI et al., 1987; BROWN et al., 2000).

Citocinas sdo abundantes no utero gravido. Qualquer disturbio no delicado
balanco imunoldgico que ocorre na interface materno-fetal podera resultar em perda ou
outras complicagOes gestacionais, sendo consideradas elementos fundamentais no
remodelando no ambiente uterino para que aceite um embrido semi-alogénico
(ROBERTSON et al., 1994; RIVERA et al., 1998; WEGMANN, 1984; 1988).

Durante a gestacdo, deve ocorrer um equilibrio entre os tipos de citocinas, 0
qual poderia estar alterado favorecendo ou prejudicando o desenvolvimento
embrionario. Os primeiros estudos que mostraram a resposta imune anormal, no
contexto do paradigma Th1/Th2, demonstraram, in vitro, que antigenos do trofoblasto
induzem a producéo de citocinas embriotoxicas como IFN-y e TNF-a pelos linfdcitos de
mulheres suscetiveis a AER. Isso sugere que a imunidade tipo Th2 pode ser uma
resposta natural a antigenos do trofoblasto, enquanto respostas Thl sdo aberrantes e
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associadas com AER (YAMADA; POLGAR; HILL, 1994; HILL; POLGAR;
ANDERSON, 1995).

Assim sendo, o balango entre a resposta Thl (IL-2, INF-g e TNF-a) e Th2
(IL-4, IL-5 e I1L-10) determina o sucesso da gravidez. Em mulheres com gestacdo
normal é observada uma maior resposta Th2 se comparada com mulheres com historia
de aborto de repeticdo ou falhas repetidas de fertilizacdo in vitro, na qual se observa
tendéncia a resposta Thl (SAITO, 2000; POCIQOT et al., 1993).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

e Tipificar os genes HLA-A*, -B* e -DRB1* em mulheres com e sem

abortamento espontaneo recorrente (AER).

4.2 Objetivos Especificos

e Verificar as frequéncias alélicas dos genes HLA-A*, -B*, -DRB1* e sua
associacdo em mulheres com AER e em mulheres sem AER;
o Identificar as frequéncias haplotipicas e sua associagdo em mulheres com AER e

em mulheres sem AER;

e Calcular o desequilibrio de ligacdo para os loci estudados em mulheres com e
sem AER.
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5 METODOLOGIA

5.1 Local de realizacdo da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Estudos Genbémicos e de
Histocompatibilidade (LEGH), situado no Hospital Universitario da Universidade
Federal do Maranhdo — Unidade Materno Infantil (HUUFMA — UMI).

5.2 Tipo de estudo

Realizou-se um estudo caso-controle composto por 100 mulheres com AER
idiopatico (caso) e 100 mulheres sem AER (controle). O recrutamento dos sujeitos da
pesquisa foi realizado entre julho de 2007 a junho de 2009, todas provenientes do

Estado do Maranhdo, com faixa etaria entre 18 a 35 anos.

5.3 Casuistica

Para composi¢do do grupo caso e controle, foi utilizada uma amostra de

conveniéncia.

As mulheres do grupo caso foram identificadas por meio da analise de seus
prontuarios e que apresentaram dois ou mais AER sem etiologia conhecida, ocorridos
até a 202 semana gestacional. O diagnostico de AER foi realizado pelo pré-natal
especializado do Servico de Ginecologia e Obstetricia do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhdo - Unidade Materno Infantil e pelo IGMA - Instituto
de Ginecologia do Maranhdo. Néao foram incluidas na pesquisa, para este grupo,
mulheres: acima de 35 anos e abaixo de 18 anos; com infec¢Bes; com problemas
anatdbmicos do ovario e enddcrinos; com suspeita de doengas auto-imunes; que

apresentaram caso de aborto tardio e/ou 6bito fetal.

As mulheres do grupo controle foram selecionadas de forma aleatoria ndo
sistematizada, sendo que os critérios de inclusdo foram: ter tido dois ou mais filhos de

gravidezes normais na faixa etaria entre 18 e 35 anos. Nao foram incluidas na pesquisa,
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para este grupo, mulheres: acima de 35 anos e abaixo de 18 anos e que apresentaram

pelo menos um aborto.

Ambos os grupos foram submetidos a anamnese, visando obter dados
pertinentes a pesquisa como: grupo étnico, casos de AER na familia e outros
(APENDICE II).

5.4 Consideragfes Eticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo com parecer N° 33104-0702/2007
de 15 de junho de 2007 (ANEXO I).

Todos os sujeitos da pesquisa foram informados dos objetivos da pesquisa e,
apOs concordarem em participar, assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (APENDICE 1) no qual autorizavam a coleta de amostras sangiiineas para

analise.

5.5 Andalise Genético Molecular

Obtencédo do DNA Gendmicos

Foram coletadas amostras do sangue periférico (4mL), utilizando-se o
sistema a vacuo em tubos de Vacutainer contendo EDTA (4cido

etilenodiaminotetracético) como anticoagulante.

A Extracdo do DNA Genodmico foi feita com o kit comercial EZ-DNA®
(Biological Industries, Beit Haemek, Israel). Em aliquota de sangue total (500pl)
acrescentou-se 1mL de tampdo RCLB (Tris 1M pH 7.5, MgCl, 1M, Triton X-100
1.3Mm e sacarose 0.6M), seguido de homogeneizacao e centrifugacdo por trés minutos
a 9000 rpm. Posteriormente adicionou-se 1mL de RBC, seguido de homogeneizacéo e
centrifugagdo no mesmo tempo e rotagdo. Apds, descartou-se o sobrenadante e

adicionaram-se 500ul de EZ-DNA, a solugéo foi homogeneizada durante dois minutos e
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deixada em repouso por cinco minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, foram
acrescentados 500ul de etanol absoluto gelado e homogeneizou-se lentamente por
inversdo. Novamente, repouso por cinco minutos a temperatura ambiente e posterior
centrifugagdo a 9000 rpm por trés minutos. O sobrenadante foi descartado com cuidado
e foram adicionados 500ul de etanol 96° gelado. Foi feita uma nova centrifugagéo a
9000 rpm por trés minutos e em seguida o sobrenadante foi descartado e acrescentado
200pI de agua ultra pura. Deixou-se em banho a 65°C por uma hora. Apos esse periodo

as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C.

Tipificacdo HLA Classe | e 1l para os loci A*, B* e DRB1*

A Tipificacdo HLA para os loci A*, B* e DRB1* foi feita pela técnica de
PCR-SSOP (Polymerase Chain Reaction - Specific Sequence of Oligonucleotides
Probes), utilizando-se o kit LABType® (One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA),

conforme recomendacdes do fabricante.

O DNA alvo foi amplificado na PCR utilizando um primer marcado com
biotina especifico para os éxons 2 e 3 dos genes HLA-A* e —B* e éxon 3 do gene HLA

DRB1* seguindo o protocolo abaixo:
Programa PCR SSO LABType®

Temperatura e tempo de
Passo incubagio N® de ciclos
Passo 1: 96°C 03:00 1
Passo 2: 96°C 00:20 5
60°C 00:20
72°C 00:20
Passo 3; 96°C 00:10 30
60°C 00:15
72°C 00:20
Passo 4: 72°C 10:00 1
Passo 5 4°C para sempre 1

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese, em
cuba micro SSP gel System® (MGS-B, One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA), em
gel de agarose a 2%, a 150 volts por 10 minutos, corados com brometo de etidio e

visualizados em transluminador de luz ultravioleta e, em seguida, fotografados.

Os DNAs amplificados foram hibridizados, utilizando-se microesferas

ligadas a oligonucleotideos especificos para os loci HLA-A*, B* e DRB1* contidos no
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kit comercial LABType® SSOP (One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA), conforme
recomendacdes do fabricante. A hibridizacdo foi verificada por meio de citdmetro de
fluxo LABScan™ 100 flow analyzer (Plataforma Luminex® — One Lambda, Canoga
Park, CA, USA), que identifica a intensidade de fluorescéncia e, em seguida, os dados
foram analisados por meio do Software HLA Fusion™(One Lambda, Canoga Park, CA,
USA, versdo 1.2).

5.6 Processamento e Analise Estatistica dos dados

Para digitacdo e processamento de dados, foi utilizado o programa EPI-
INFO 2 (INFO 2.002 do CDC, Atlanta, EUA) (DEAN et al., 1994).

As frequéncias alélicas foram obtidas por contagem direta e para
frequéncias haplotipicas utilizou-se o programa ARLEQUIN 3.11 (ARLEQUIN ver
3.11, Zoological Institute, University of Berne, 2007) (EXCOFFIER; LAVAL;
SCHNEIDER, 2007); em ambos os casos a contagem foi independente da condigéo

homozigota ou heterozigota.

A andlise estatistica consistiu na utilizacdo de métodos descritivos:
distribuicdo de frequéncias e porcentagens para as varidveis qualitativas e calculo de

média e desvio padrédo para as variaveis quantitativas.

As variaveis qualitativas foram comparadas utilizando-se Teste do Qui-
Quadrado, com correcdo de Yates, ou Teste Exato de Fisher, quando necesséario.
Enquanto, as comparagdes entre as variaveis quantitativas foram realizadas por meio do
Teste t de Student. Em todos os testes estatisticos foi considerado o nivel de

significancia igual a 5%.

Também foi calculado Odds Ratio (OR) com seu respectivo intervalo de
confianga (IC) de 95%. Para esses calculos, foi utilizado o programa STATA 10.0°
(Copyright 1996-2010 StataCorp LP, Texas, USA, 2007).

Para calcular os valores relativos ao desequilibrio de ligagéo dos loci HLA-

A* -B* e DRB1* das amostras, bem como seu grau de significancia, utilizou-se o
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programa ARLEQUIN 3.11 (ARLEQUIN ver 3.11, Zoological Institute, University of
Berne, 2007) (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2007).
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6 RESULTADOS

Caracteristicas Gerais da Amostra

A média de idade para o grupo caso foi de 30,9+3,88 anos e para 0 grupo
controle foi de 31,35+3,81 anos.

Com relacdo ao grupo étnico, que foi baseado em auto-referéncia,
obtiveram-se as seguintes proporc¢des para 0 grupo caso e controle, respectivamente:
branco (32% vs 37%); negro (15% vs 11%) e pardo (53% vs 52%). N&o se obteve

diferenca estatisticamente significativa com relagéo a etnia.

A média de abortos para o grupo caso foi de 2,38+0,62 e a média de filhos
para o grupo controle foi de 2,23+0,92.

Com relacdo a ocorréncia de AER na familia, 54% das mulheres com AER
e 21% das mulheres sem AER apresentaram aborto espontaneo recorrente na familia.
Cerca 40% das mulheres com AER e 8% das mulheres sem AER tiveram dificuldade

para engravidar.

Com relacdo ao consumo de bebida alcodlica e a pratica do tabagismo
durante a gravidez, 40% das mulheres com AER e 22% das mulheres sem AER
consumiram algum tipo de bebida alcodlica e 31% das mulheres com AER e 9% das

mulheres sem AER fizeram uso de cigarro durante a gravidez.

Frequéncias alélicas dos loci HLA

Para o locus A* (Tabela 1), foram encontrados 19 dos 853 alelos ja
descritos, 0 que equivale a uma frequéncia de 2,23%. O alelo mais frequente em
mulheres com e sem AER foi A*02 (56% e 49%, respectivamente), contudo, ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (OR=1,32; 95% IC=0,73 - 2,40;
p=0,395).

O alelo A*24 foi mais frequente no grupo de mulheres sem AER,
apresentando uma frequéncia de 25%. Houve uma diferenga estatisticamente
significante entre os grupos (OR=0,41; 95% 1C=0,18 — 0,92; p=0,028).
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Para o alelo A*34, a maior frequéncia foi encontrada no grupo de mulheres

com AER (8% vs 1%), sendo esta diferenca estatisticamente significante (OR=8,61;

95% I1C=1,06 — 187,04, p=0,034).

Tabela 1 — Distribuigdo da frequéncia alélica para o locus HLA-A* em mulheres com e

sem AER em Sdo Luis (MA), 20009.

Com AER (n=100)

Sem AER (n=100)

Alelo : % - ” OR (IC 95%) P
A*01 18 18,0 16 16,0 1,15 (0,52 - 2,57) 0,850
A*02 56 56,0 49 49,0 1,32(0,73-2,40) 0,395
A*03 8 8,0 15 15,0 0,49 (0,18-1,32) 0,183
A*11 7 7.0 8 8,0 0,87 (0,27 -2,76)  >0,999
A*23 13 13,0 11 11,0 1,21(0,48-3,08) 0,827
A*24 12 12,0 25 25,0 0,41(0,18-0,92) 0,028
A*25 3 3,0 0 0,0 NC 0,246
A*26 8 8,0 7 7.0 1,16 (0,36 -3,72)  >0,999
A*29 5 5,0 8 8,0 0,61 (0,16 -2,14) 0,566
A*30 14 14,0 9 9,0 1,65(0,63-4,38) 0,375
A*31 14 14,0 15 15,0 0,92 (0,39-2,17)  >0,999
A*32 6 6,0 7 7.0 0,85 (0,24 - 2,94)  >0,999
A*33 9 9,0 9 9,0 1,0(0,34-2,90) 0,304
A*34 8 8,0 1 1,0 8,61(1,06 - 187,04) 0,034
A*36 1 1,0 0 0,0 NC >0,999
A*66 1 1,0 1 1,0 1,0(0,0-37,14)  >0,999
A*68 9 9,0 15 15,0 0,56 (0,21-1,45) 0,276
A*74 6 6,0 4 4,0 1,53 (0,37-6,71) 0,747
A*80 2 2,0 0 0 NC 0,497

AER= Aborto Espontaneo Recorrente

NC = Néo Calculado
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Para o locus B* (Tabela 2), foram encontrados 29 alelos dos 1249 ja
descritos (2,32%). Os alelos mais frequentes para mulheres com e sem AER foram,
respectivamente, B*15 (32%) e o B*35 (41%). Sendo que apenas o alelo B*35
apresentou uma diferenca estatisticamente significante quando comparadas entre os
grupos (OR=0,27; 95% 1C=0,13 - 0,56; p=0,0002).

Tabela 2 — Distribuigdo da frequéncia alélica para o locus HLA-B* em mulheres com e
sem AER em Sdo Luis (MA), 20009.

Com AER (n=100) Sem AER (n=100)

Alelo f % ; % OR (IC 95%) p

B*07 7 7,0 10 10,0 0,68 (0,22-2,04) 0,612
B*08 11 11,0 6 6,0 1,94 (0,63-6,18) 0,310
B*13 2 2,0 1 1,0 2,02 (0,14 -57,24) >0,999
B*14 9 9,0 12 12,0 0,73(0,27-1,96) 0,644
B*15 32 32,0 30 30,0 1,10 (0,58 - 2,09) 0,878
B*18 2 2,0 5 5,0 0,39 (0,05-2,33) 0,444
B*27 4 4,0 6 6,0 0,65(0,15-2,72) 0,747
B*35 16 16,0 41 41,0 0,27 (0,13 -0,56)  0,0002
B*37 1 1,0 3 3,0 0,33(0,01-3,60) 0,621
B*38 4 4,0 2 2,0 2,04 (0,31 -16,46) 0,682
B*39 6 6,0 7 7,0 0,85(0,24 -2,94) >0,999
B*40 15 15,0 12 12,0 1,29 (0,53 -3,15) 0,679
B*41 2 2,0 0 0,0 NC 0,497
B*42 4 4,0 3 3,0 1,35(0,25-7,82) >0,999
B*44 11 11,0 10 10,0 1,11 (0,41 -3,00) >0,999
B*45 3 3,0 4 4,0 0,74 (0,13 -4,06) >0,999
B*47 0 0,0 1 1,0 0,0(0,0-17,44) >0,999
B*48 5 5,0 0 0,0 NC 0,059
B*49 13 13,0 8 8,0 1,72 (0,63 -4,80) 0,356
B*50 1 1,0 6 6,0 0,16 (0,01-1,36) 0,118
B*51 16 16,0 13 13,0 1,27 (0,54 -3.02) 0,687
B*52 6 6,0 3 3,0 2,06 (0,44 -10,76) 0,497
B*53 9 9,0 4 4,0 2,37 (0,64-9,53) 0,251
B*55 4 4,0 2 2,0 2,04 (0,31 -16,46) 0,682
B*57 6 6,0 4 4,0 1,53(0,37-6,71) 0,747
B*58 9 9,0 6 6,0 155(0,48-5,14) 0,591
B*78 1 1,0 0 0,0 NC >0,999
B*81 0 0,0 1 1,0 0,0 (0,00-17,44) >0,999
B*82 1 1,0 0 0,0 NC >0,999

AER= Aborto Espontaneo Recorrente
NC = Nao Calculado
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Para o locus DRB1* (Tabela 3) foram encontrados 13 dos 659 alelos
descritos, 0 que equivale a 1,97% do total de alelos ja descritos. O alelo mais frequente
em mulheres com e sem AER foi DRB1*13 (31% vs 39%). Contudo, ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (OR=0,70; 95% I1C=0,38 — 1,31;
p=0,299).

Tabela 3 — Distribuicdo da frequéncia alélica para o locus HLA-DRB1* em mulheres
com e sem AER em S&o Luis (MA), 2009.

Com AER (n=100) Sem AER (n=100)

Alelo f % ; % OR (IC 95%) p
DRB1*01 16 16,0 23 23,0 0,64 (0,30-1,37) 0,284
DRB1*03 22 22,0 11 11,0 2,28 (0,98 -5,39) 0,056
DRB1*04 26 26,0 21 21,0 1,32 (0,65-2,68) 0,504
DRB1*07 24 24,0 13 13,0 2,11 (0,95-4,74) 0,068
DRB1*08 12 12,0 16 16,0 0,72(0,30-1,71) 0,541
DRB1*09 4 4,0 3 3,0 1,35(0,25-7,82) >0,999
DRB1*10 2 2,0 9 9,0 0,21 (0,03-1,06) 0,062
DRB1*11 22 22,0 26 26,0 0,80 (0,40-1,62) 0,619
DRB1*12 4 4,0 2 2,0 2,04 (0,31 - 16,46) 0,682
DRB1*13 31 31,0 39 39,0 0,70 (0,38-1,31) 0,299
DRB1*14 9 9,0 10 10,0 0,89 (0,31-2,51) >0,999
DRB1*15 13 13,0 10 10,0 1,34 (0,52 -3,52) 0,657
DRB1*16 15 15,0 17 17,0 0,86 (0,38-1,96) 0,847

AER= Aborto Espontaneo Recorrente
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Frequéncias haplotipicas

As tabelas 4, 5, 6 e 7 estdo constituidas apenas pelos haplétipos que
apresentaram frequéncia igual ou maior que dois e que foram comuns nas duas

amostras.

Para a associacdo haplotipica entre os alelos HLA-A*, -B* e -DRB1*
(Tabela 4), o haplotipo A*02B*15DRB1*16 apresentou frequéncia de 6% e 4% em
mulheres com e sem AER, respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre
0s grupos (OR=1,53; 95% 1C=0,37-6,71; p=0,373). O mesmo ocorreu para o haplétipo
A*02B*51DRB1*13.

Tabela 4 — Distribuicdo das frequéncias haplotipicas A*B*DRB1* observadas em
mulheres com e sem AER em Séao Luis (MA), 2009.

Com AER Sem AER
Haplétipo (n=100) (n=100) OR (IC 95%) p

f % f %
A*01 B*08 DRB1*03 4 4,0 2 2,0 2,04 (0,31 - 16,46) 0,341
A*02 B*15 DRB1*16 6 6,0 4 4,0 1,53 (0,37 -6,71) 0,373
A*02 B*51 DRB1*13 6 6,0 4 4,0 1,53 (0,37 -6,71) 0,373
A*02 B*52 DRB1*04 2 2,0 2 2,0 1,00 (0,10 - 10,16) 0,689
A*23 B*15 DRB1*11 2 2,0 3 3,0 0,66 (0,08 — 4,99) 0,500
A*26 B*15 DRB1*01 2 2,0 2 2,0 1,00 (0,10 — 10,16) 0,689

AER= Aborto Espontaneo Recorrente
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Para a associacdo haplotipica HLA-A*-B*, o haplétipo A*02B*15 (Tabela

5) foi o mais frequente em mulheres com e sem AER (8% e 10%, respectivamente),

porém, sem diferenca significativa entre os grupos (OR=0,78; 95% IC=0,27 - 2,27,

p=0,805).

Tabela 5 — Distribuicdo das frequéncias haplotipicas A*B* observadas em mulheres
com e sem AER em S&o Luis (MA), 2009.

Com AER (n=100)

Sem AER (n=100)

Haplotipo f % f % OR (IC 95%) p
A*01 B*08 2 2,0 3 30 0,66(0,08-4,99) 0,500
A*01 B*57 3 3,0 3 30 1,00(0,16-6,39) 0,658
A*02 B*07 5 5,0 6 6,0 0,82(0,21-3,19) 0,999
A*02 B*15 8 8,0 10 10,0 0,78 (0,27 -2,27) 0,805
A*02 B*27 2 2,0 6 6,0 0,32(0,04-1,81) 0,139
A*02 B*40 2 2,0 2 2,0, 1,00(0,10-10,16) 0,689
A*02 B*44 5 5,0 6 6,0 0,82(0,21-3,19) 0,999
A*02 B*49 5 5,0 2 20 258(0,43-19,71) 0,222
A*02 B*51 7 7,0 6 6,0 1,18(0,34-4,14) 0,999
A*23 B*15 3 3,0 4 40 0,74 (0,13-4,06) 0,500
A*24 B*35 2 2,0 7 70 027(0,04-1,47) 0.084
A*24 B*40 2 2,0 2 20 1,00(0,10-10,16) 0,689
A*24 B*51 2 2,0 2 20 1,00(0,10-10,16) 0,689
A*26 B*15 3 3,0 2 20 1,52(0,20-13,28) 0,500
A*29 B*44 2 2,0 3 30 0,66(0,08-4,99) 0,500
A*31 B*35 3 2,0 7 70 0,41(0,08-1,83) 0,165
A*31 B*40 7 7,0 2 20 3,69(0,69-26,41) 0,084
A*32 B*35 2 2,0 3 30 0,66 (0,08-4,99) 0,500
A*33 B*14 2 2,0 5 50 0,39(0,056-2,33) 0,222
A*74 B*15 3 3,0 3 30 1,00(0,16-6,39) 0,658

AER= Aborto Espontaneo Recorrente
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Em relacdo aos haplotipos HLA-A*-DRB1*, houve diferenca
estatisticamente significante para o A*02DRB1*16 (OR= 6,68; 95% IC=1,36 — 44,52;
p=0,012), sendo mais frequente em mulheres com AER quando comparadas as sem
AER (12% e 2%, respectivamente) (Tabela 6).

Tabela 6 — Distribuicdo das frequéncia haplotipicas A*DRB1* observadas em mulheres
com e sem AER em S&o Luis (MA), 2009.

Com AER (n=100) Sem AER (n=100)

Haplétipo f % f % OR (IC 95%) p
A*01 DRB1*03 6 6,0 5 5,0 1,21 (0,31-4,77) 0,999
A*01 DRB1*14 2 2,0 2 2,0 1,00 (0,10-10,16) 0,689
A*02 DRB1*01 3 3,0 8 8,0 0,36 (0,07-1,53) 0,214
A*02 DRB1*04 9 9,0 5 5,0 1,88 (0,55-6,73) 0,405
A*02 DRB1*08 3 3,0 4 4,0 0,74 (0,13 -4,06) 0,555
A*02 DRB1*11 5 5,0 5 5,0 1,00 (0,24 -4,14) 0,745
A*02 DRB1*13 10 10,0 13 13,0 0,74 (0,28 -1,93) 0,657
A*02 DRB1*14 2 2,0 3 3,0 0,66 (0,08 -4,99) 0,500
A*02 DRB1*15 6 6,0 3 3,0 2,06 (0,44 -10,76) 0,248
A*02 DRB1*16 12 12,0 2 2,0 6,68 (1,36 —44,52) 0,012
A*03 DRB1*11 2 2,0 2 2,0 1,00 (0,10 -10,16) 0,689
A*11 DRB1*07 3 3,0 3 3,0 1,00 (0,16 -6,39) 0,658
A*23 DRB1*11 3 3,0 6 6,0 0,48 (0,09 -2,26) 0,248
A*24 DRB1*01 2 2,0 4 4,0 0,49 (0,06 -3,20) 0,341
A*24 DRB1*14 3 3,0 3 3,0 1,00 (0,16 -6,39) 0,658
A*26 DRB1*01 3 3,0 3 3,0 1,00 (0,16 -6,39) 0,658
A*26 DRB1*13 4 4,0 4 4,0 1,00 (0,20-4,92) 0,639
A*31 DRB1*08 5 5,0 7 7,0 0,70 (0,18 -2,57) 0,551
A*33 DRB1*03 3 3,0 2 2,0 1,52 (0,20 - 13,28) 0,500
A*33 DRB1*15 2 2,0 2 2,0 1,00 (0,10-10,16) 0,689
A*68 DRB1*13 3 3,0 2 2,0 1,52 (0,20 - 13,28) 0,500

AER= Aborto Espontaneo Recorrente
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Para associacdo haplotipica B*DRB1* (Tabela 7), os mais frequentes em

mulheres com AER foram B*08DRB1*03 e B*15DRB1*13, ambos com 9%. Com
relacdo as mulheres sem AER, o haplotipo mais frequente foi B*35DRB1*03 (9%).

Nenhum dos haplotipos apresentou diferenga estatisticamente significante quando

comparados entre 0s grupos.

Tabela 7 — Distribuicao das frequéncia haplotipicas B*DRB1* observadas em mulheres
com e sem AER em S&o Luis (MA), 2009.

Com AER (n=100)

Sem AER (n=100)

Haplotipo f % : % OR (IC 95%) p
B*07 DRB1*15 4 4,0 4 4,0 1,00 (0,20 -4,92) 0,639
B*08 DRB1*03 9 9,0 4 4,0 2,37 (0,64-9,53) 0,251
B*14 DRB1*03 6 6,0 3 3,0 2,06 (0,44 -10,76) 0,248
B*15 DRB1*01 3 3,0 5 5,0 0,59 (0,11-2,92) 0,360
B*15 DRB1*03 2 2,0 2 2,0 1,00 (0,210 - 10,16) 0,689
B*15 DRB1*11 5 5,0 3 3,0 1,70 (0,34 -9,28) 0,360
B*15 DRB1*13 9 9,0 3 3,0 3,20 (0,76 — 15,42) 0,136
B*15 DRB1*16 7 7,0 6 6,0 1,18 (0,34 - 4,14) 0,999
B*35 DRB1*01 6 6,0 9 9,0 0,65(0,19-2,09) 0,591
B*35 DRB1*13 4 4,0 5 5,0 0,79 (0,17 -3,53) 0,500
B*35 DRB1*14 2 2,0 5 5,0 0,39 (0,05-2,33) 0,222
B*35 DRB1*16 2 2,0 8 8,0 0,23 (0,03-1,24) 0,104
B*39 DRB1*08 2 2,0 4 4,0 0,49 (0,06 - 3,20) 0,341
B*40 DRB1*13 2 2,0 4 4,0 0,49 (0,06 - 3,20) 0,341
B*44 DRB1*07 5 5,0 4 4,0 1,26 (0,28 - 5,81) 0,500
B*49 DRB1*04 5 5,0 2 2,0 2,58 (0,43-19,71) 0,222
B*51 DRB1*04 3 3,0 2 2,0 1,52 (0,20 - 13,28) 0,500
B*51 DRB1*07 5 5,0 2 2,0 2,58 (0,43-19,71) 0,222
B*51 DRB1*13 4 4,0 6 6,0 0,65(0,15-2,72) 0,745
B*52 DRB1*04 2 2,0 3 3,0 0,66 (0,08 —4,99) 0,500
B*53 DRB1*07 3 3,0 2 2,0 1,52 (0,20 - 13,28) 0,500

AER= Aborto Espontaneo Recorrente
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Desequilibrio de ligacdo para os alelos A* B* e DRB1* em mulheres com AER e
em mulheres sem AER.

Para o céalculo de desequilibrio de ligacdo entre os loci HLA-A*, B* e
DRB1* em mulheres com e sem AER, obtiveram-se 0s seguintes resultados

apresentados na Tabela 8.

No presente estudo, para os loci A* e B*, ndo se encontrou desequilibrio de
ligagdo entre mulheres com e sem AER, estando estes loci em equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Para o locus DRB1* em mulheres com AER, observou-se um desequilibrio
de ligacdo, tendo um valor de p= 0,01. Ndo estando este locus em equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Tabela 8 — Distribuicdo das frequéncias genotipicas para os loci A* B* e DRB1* em
mulheres com e sem AER em Séao Luis (MA), 2009.

Com AER (n=100) Sem AER (n=100)

Locus Het. Obs. Het. Esp. p Het. Obs. Het. Esp. p
A* 0,86 0,88 0,64 0,91 0.89 0,58
B* 0,95 0,93 0,71 0.92 0,91 0,42

DRB1* 0,87 0,90 0,01 0,85 0,89 0,05

AER: Aborto Espontaneo Recorrente
Het. Esp.: Heterozigotos esperados
Het. Obs.: Heterozigotos observados
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, encontrou-se uma elevada frequéncia para o alelo A*02
e DRB1*13 tanto em mulheres com AER quanto em mulheres sem AER, ndo havendo,

porém, diferenca estatisticamente significante entre estes grupos.

Ferreira et al. (2007), utilizando uma amostra (n=1186) de Doadores
Voluntarios de Medula Ossea (DVMO) da populacio do Maranhdo encontraram uma
elevada frequéncia do alelo A*02 (24,87%) e DRB1*13 (10,61%). Ambos os alelos sdo
caracteristicos de grupos populacionais brasileiros, assim como de amerindios,
europeus, africanos e asiaticos. Dessa forma, a elevada frequéncia desses alelos em
nossa amostra poderia ser explicada pela sua ampla distribuicdo em nossa populacédo e

na populagédo mundial.

Vojvodic; Belic (2001), estudaram 130 casais com AER e um grupo
controle de 57 casais sem AER na Russia, no qual foram investigados antigenos
linfociticos humanos de classe | usando a técnica de microlinfotoxicidade. Os resultados
mostraram alto risco relativo (RR>1) para alguns antigenos no grupo de casais com
AER para os antigenos: A2, A9, A10, A29, B18 e B40. Destes, houve diferencas
estatisticamente significantes para HLA-A2, HLA-B18, HLA-B40 em comparagdo com
os resultados do grupo controle. Os resultados desta investigagcdo sugerem que 0s
antigenos linfociticos humanos tém um papel etiopatogénico no desenvolvimento do
AER e que alguns desses antigenos aumentam a suceptibilidade a desenvolver
complicacdes na gravidez. Na amostra em estudo as frequéncias para os alelos A*02,
A*29, B*18 e B*40 ndo foram estatisticamente significantes. O alelo A*09 néo foi

encontrado na amostra em estudo.

No presente trabalho, pode-se observar que o alelo A*03 foi mais frequente
em mulheres sem AER e os alelos B*57, DRB1*03, e DRB1*15 foram 0s mais
frequentes em mulheres com AER, porém, em ambos 0s casos, ndo foram
estatisticamente significantes quando comparados entre os grupos. O alelo A*24 obteve
resultado estatisticamente significante, tendo um efeito protetor (OR: 0,41; 95% IC:

0,18-0,92) para mulheres sem AER. Constatou-se ainda que A*34 apresentou um



45

resultado estatisticamente significante (OR: 8,61; 95% IC: 1,06-187,04; p=0,034),

sendo um fator de risco para mulheres com AER.

Shankarkumar et al. (2008), realizaram uma pesquisa com 81 casais
indianos com trés ou mais AERs. Os alelos A*030101, B*5701, DRB1*030101 e
DRB1*150101, estdo associados a0 AER em mulheres da India. Nesse mesmo trabalho,
foi observado que A*24, B*40 e DRB1*11 estdo significativamente reduzidos em

mulheres com AER, sugerindo um efeito protetor.

Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo para o alelo A*24

corroboram com o trabalho de Shankarkumar et al. (2008).

Vanoli et al. (1985) investigaram as frequéncias dos antigenos HLA e seus
haplotipos em 47 casais com AER de origem desconhecida, comparando com 65 casais
férteis, sendo todos italianos. Foi observado nesse estudo um aumento significativo de
HLA-B17 em casais com aborto em comparagdo aos sem aborto. J& no presente estudo,

B*57(17) foi encontrado, mas sem resultado estatisticamente significante.

Sbracia et al. (1997) estudaram 75 casais com AER e 30 casais normais na
populacdo italiana. Todos foram tipados para os antigenos A, B e DR e desses, 57
casais, foram selecionados e acompanhados durante 3 anos para estudar a sua
performace reprodutiva. Em seus resultados, eles sugerem uma associagdo dos alelos
B*44 com AER. Entretanto ndo se obteve resultado estatisticamente significante para

B*44 no presente trabalho.

Na amostra em estudo, encontrou-se uma elevada frequéncia do alelo B*35
em mulheres sem AER (OR: 0,27; 95% IC: 0,13 - 0,56; p=0,0002), caracterizando-se

como um efeito protetor para este grupo.

Imai et al. (2001) analizaram a frequéncia dos alelos HLA-A*,-B* e -C* em
89 mulheres com historia de aborto recorrente primario inexplicado. Obtiveram como
resultado uma frequéncia para B*35 significativamente mais baixa nessas mulheres do
que na populagdo geral. As frequéncias dos outros alelos HLA-A*,-B* e —C* n&o foram
significativamente diferentes entre o grupo estudado e a populagéo geral. Dessa forma,

0s autores concluiram que a menor frequéncia do HLA-B*35 em pacientes com AER
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estaria relacionada a auséncia de resposta Th2, tendo em vista que esta resposta esta

relacionada a gravidez normal.

Para o locus DRB1* ndo se encontrou nenhum alelo que estivesse

correlacionado a um fator de risco ou de protecdo para AER em nossa pesquisa.

Através de métodos soroldgicos, Takamizawa et al. (1987) encontraram
uma frequéncia aumentada de antigenos HLA-DR1 e -DR8 em mulheres japonesas com

AER, mas sem significado estatistico.

Sasaki et al. (1997), usando o método PCR-SSP, observaram aumento
significativo na frequéncia de HLA-DR4 em mulheres japonesas com AER. Ja
Christiansen et al. (1994, 1996, 1999) relataram que marcadores genéticos maternos
(HLA-DR1, -DR3 e -DR10) poderiam estar envolvidos no abortamento espontaneo na
populagéo dinamarquesa. Posteriormente, a associacdo de HLA-DRB1*03 com AER foi
confirmada em um trabalho envolvendo 588 pacientes e 562 controles, mas havia

pacientes que apresentavam anticorpos antifosfolipideos (KRUSE et al., 2004).

No Japdo, Takakuwa et al. (2003), através da técnica PCR-RFLP,
analisaram 79 mulheres com abortamento primario comparadas com 115 mulheres
férteis normais e constataram a frequéncia aumentada do alelo HLA-DRB1*1502 em
pacientes com relacdo aos controles. Mas a diferenca ndo foi estatisticamente

significante apds teste de corregéo.

Para as associacbes haplotipicas, encontrou-se uma frequéncia
estatisticamente significante para o haplétipo A*02DRB1*16 (OR=6,68; 95% 1C=1,36
— 44,52; p=0,012), estando mais frequente em mulheres com AER, sendo um fator de

risco para este grupo.

Segundo  Shankarkumar et al. (2008), diferengas haplotipicas
estatisticamente significantes foram observadas entre as amostras de casais normais e
casais com AER. Os haplotipos Al-B17, A10-B8, A3-B7, A9-B35 apresentaram
frequéncias significativamente maiores em casais com AER quando comparados com

casais normais.
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Na amostra em estudo o unico locus que apresentou desequilibrio de ligacéo
foi o DRB1* (p=0,01) em mulheres com AER. Este resultado obtido pode estar
relacionado ao haplétipo A*02DRB1*16 que se apresentou como fator de risco para o
AER.

E de fundamental importancia a compreensdo correta dos valores
relacionados ao desequilibrio de ligacdo. Para confirmar o resultado obtido no presente

estudo, faz-se necessario aumentar o nimero amostral.

Vauvert; Cristiansen (2005), estudando desequilibrio de ligacdo entre genes
HLA de classe Il, primariamente HLA-DRB1* e HLA-G* em casais com AER e sem
AER, encontrou um desequilibrio de ligacdo significante entre HLA-DRB1*03 e o
HLA-G*010102 em ambas as amostras. Em nossa amostra foi encontrado um
desequilibrio de ligacdo para o locus DRB1* para amostra em mulheres com AER
(p=0,01).

Considerando os resultados encontrados neste estudo pioneiro com a
tematica HLA e AER em nossa populagdo, torna-se necessaria e de fundamental
importancia a continuidade desta pesquisa, envolvendo ndo s6 os loci aqui analisados,

mas também outros marcadores relacionados, como por exemplo, o HLA-G.
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8 CONCLUSOES
Neste estudo, pode-se concluir que:

1. A elevada frequéncia do alelo HLA-A*02 em nossa amostra € justificada pela
ampla distribuicdo deste alelo em nossa populagéo e na populagdo mundial.

2. Os alelos HLA-A*24 e HLA-B*35, no presente estudo, apresentaram-se como
fator protetor para AER, estando mais frequentes em mulheres sem AER.

3. O alelo HLA-A*34, no presente estudo, foi um fator de risco para AER, estando
mais frequente em mulheres com AER.

4. Para o locus DRB1*, no presente estudo, ndo se encontrou nenhum alelo que
apresentasse resultado estatisticamente significante e que pudesse estar
correlacionado a um fator de risco ou de protegédo para AER.

5. Para a associacdo haplotipica, no presente estudo, o haplétipo A*02DRB1*16
foi mais frequente em mulheres com AER, sendo um fator de risco para AER.

6. Encontrou-se um desequilibrio de ligacdo para o locus DRB1*, no presente

estudo, na amostra de mulheres com AER.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Os avangos do conhecimento na &rea da imunogenética permitiram que
diversos segmentos da Medicina se desenvolvessem rapidamente. Areas privilegiadas
por esse desenvolvimento foram os transplantes de 6rgéos e tecidos e a reproducao

humana.

Na atualidade, a imunologia da reprodugédo constitui um campo de pesquisa
que vem crescendo continuamente para a compreensdo e resolucdo de casos obstétricos
complexos, podendo oferecer investigacdo, diagnostico e terapia especificas, que, em

altima analise, complementam a rotina reprodutiva.

Em funcdo do importante papel biolégico e clinico do Sistema HLA, bem
como dos genes que codificam moléculas imunomoduladoras da resposta imune, o
papel desempenhado por essas moléculas vem sendo amplamente estudado e podera

contribuir para elucidar a participacéo desses genes nos AER.

O complexo HLA e seus fatores regulatorios atuam em quase todas as
etapas do desenvolvimento embrionario e sdo fundamentais no sucesso reprodutivo.
Tipos especificos, bem como aumento ou diminuigdo da expressdo de moléculas HLA
marcam o desenvolvimento dos gametas, a clivagem embrionaria, a formacdo do

trofoblasto e do blastocisto, a implantacdo, desenvolvimento e sobrevivéncia fetal.

Nesse aspecto, é de grande importancia o desenvolvimento de estudos sobre
a influéncia e o valor preditivo do complexo HLA, especialmente em populacao local,
ja que poderad direcionar melhores técnicas de manejo de pacientes, favorecendo
intervengdes precoces e uma terapéutica especifica, diminuindo a morbimortalidade

materna e perinatal.

E provavel que existam outros fatores complicadores em alguns grupos ou
associacOes de varias causas que contribuam para tal insucesso na reprodugdo. A
avaliacdo dessas associag¢Oes pode vir a contribuir, no futuro, para o esclarecimento de
casos que, apesar de adequadamente diagnosticados e tratados, continuam a apresentar

resultado gestacional insatisfatério.
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Com base nas consideracdes anteriormente expostas, esta pesquisa apresenta
um aspecto de alta relevancia, tendo em vista que foi a primeira em nosso Estado a

caracterizar os genes HLA-A*, B* e DRB1* em mulheres com AER.

Todavia, um dos fatores limitantes do nosso trabalho foi 0 nimero amostral
reduzido, justificado em parte, pela dificuldade encontrada perante alguns médicos em
encaminhar pacientes para a participacdo no estudo e a falta de um maior suporte

financeiro.

A partir desta pesquisa outros trabalhos podem ser desenvolvidos com a
tematica do aborto espontaneo recorrente, tais como aqueles que relacionam HLA-G*, -
E* e -C*, que sdo expressos no trofoblasto e que sdo de particular interesse para o

campo da imunologia da reprodugéo.
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APENDICE I - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

A perda gestacional é a complicacdo mais frequente da gestacdo. O
abortamento espontaneo pode ser observado em até 15% das mulheres, ocorrendo
principalmente no primeiro trimestre da gestacao.

Aborto é caracterizado pela eliminacdo do feto. Entre as causas mais
comuns de abortamento estdo as alteracbes no numero de cromossomo e imunologicas,
malformagdes do Utero e problemas hormonais.

Um dos fatores mais estudados e pesquisados na atualidade em relacdo ao
aborto de repeticdo é o imunologico.

Durante os anos 50 e 60 iniciou-se o desenvolvimento de pesquisas
relacionadas a Imunologia Reprodutiva. Desde entdo, reconhece-se que, durante o
processo reprodutivo, varios fatores imunol6gicos participam, de forma direta ou
indireta, na sobrevida do feto.

Sabe-se que os genes HLA (Antigeno Leucocitario Humano) exercem uma
grande influéncia no mecanismo de rejei¢do a tecidos transplantados, de forma que €
razodvel concluir que também exercem grande influéncia durante a gestacéo.

Sendo assim, eu, Fabio Franca Silva, e a PROF2.DR? Emygdia Rosa Leal
Mesquita (orientadora), resolvemos elaborar um projeto de pesquisa, tendo como
objetivo determinar a frequéncia do gene HLA para mulheres com abortamento
recorrentes.

Caso vocé queira colaborar com a nossa pesquisa iremos preencher uma
ficha de cadastro e em seguida, com material descartavel, iremos cuidadosamente,
coletar 10 ml do seu sangue, isso sera feito por um técnico devidamente treinado. Do
sangue iremos extrair o seu DNA que serd analisado para investigacdo do gene HLA.
Caso o material obtido nédo seja adequado ao exame, (DNA fragmentado, por exemplo)
podera ser solicitada a vocé uma 22 ou até 3% amostra de sangue (5 ml). Se isso ocorrer
estaremos pagando a sua conducdo caso vocé venha de énibus. Todas as informagoes
obtidas a respeito terdo carater sigiloso, tendo acesso apenas 0s pesquisadores e 0 seu
médico. Apenas os dados obtidos serdo publicados, para que a comunidade cientifica
tome conhecimento. Vale ressaltar: SUA IDENTIDADE SERA PRESERVADA.

N&o ha riscos para vocé. O unico desconforto € uma pequena dor no local

onde a agulha é introduzida, que cessa de imediato ap0s a retirada desta.
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Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento ou deixar de participar da
pesquisa.

Vocé recebera os resultados do exame e no caso de possuir alguma alteracao,
sera esclarecido tendo assim um aconselhamento genético.

A sua participacdo é importante e nos ajudard a aprofundar 0s nossos
conhecimentos.

Ao término da pesquisa seu material, DNA, ficara armazenado em nosso
Banco de DNA.

Qualquer davida sobre o desenvolvimento da pesquisa vocé podera ligar

para qualquer um dos pesquisadores citados no final deste termo.
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Eu, ,
tendo lido, recebido explicacdes e entendido o0 que esta escrito acima aceito participar
voluntariamente desta pesquisa “ESTUDO MOLECULAR DO GENE HLA
(ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO) EM MULHERES COM
ABORTAMENTOS RECORRENTES” Assim como permito o desenvolvimento de
outras pesquisas desde que entrem em contato prévio solicitando a minha participacao,
como sujeito.

Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa,
0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis desconfortos e beneficios
decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Nome e Assinatura do pesquisador:

Pesquisador Responsavel:

Prof?. Dr2, Emygdia Rosa Leal Mesquita

Rua dos Prazeres, 215 (Cobertura do Hospital Materno Infantil), Centro.
CEP: 65020 - 090

Laboratorio de Estudos Gendmicos e de Histocompatibilidade - LEGH
Fone: (098) 2109 — 12 65 ou 12 58

Pesquisador Técnico Responsavel:

Fabio Franca Silva

Rua dos Prazeres, 215 (Cobertura do Hospital Materno Infantil), Centro.
CEP: 65020 - 090

Laboratorio de Estudos Gendmicos e de Histocompatibilidade - LEGH
Fone: (098) 2109 — 12 65 ou 12 58

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa — HUUFMA:

Prof°. Dr. Wildoberto Batista Gurgel
Rua Baréo de Itapary S/N - Centro
HUUFMA - Unidade Presidente Dutra
Fone: (098) 2109 - 12 23
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APENDICE Il - Ficha Cadastral (Anamnese)

N°. DO CADASTRO:

NOME DA PACIENTE :

IDADE: GRUPO ( ) BRANCA ( )PRETA ( ) PARDA ( )INDIGENA ( ) AMARELA
ETNICO:
ABO/RH:___ NACIONALIDADE: NATURALIDADE: CIDADE:
ENDERECO:
CEP: BAIRRO: FONE: EMAIL:
ANAMNESE FEAMININA
ANTECEDENTES FAMILIARES
{ JINFERTILIDADE FAMILIAR GRAU: [ ) IRMADS (AS)

{ JCONSANGUINIDADE

{ JABORTOSESPONTANEO
QUANTOS:

{ JDIFICULDADEP/ENGEAVIDAR

{ JPRIMOS{AS) TIPO:
[ )TIOS(AS) TIPO:
{ JOUTROS

GRAT: ( JIRMAOS(AS) |
{ )TIOS(AS) TIPO:
{ JOUTROS

JPRIMOS(AS) TIPO:

{  JMALFORMACOES TIPO:

{ )DIABETES { )HIPERTENSAO

{ JCASOSDEECLAPSE

[ )CASOSDEALERGIAS

{  JPLOBLEMAS HORMONAIS TIPO:

{ JTRANSFUSOESDESANGUE
QUANTAS:

TIPOS:
ANANNESE FEMINING
+  ANTECEDENTES PESSOAIS

{ 1 FUMO { JALCOOL { )DROGAS { ) CONSANGUINIDADE { ) TIREOIDOPATIA
{ JALERGIAS { JDIABETES ( )ABORTOSESPONTANEO
TIPOS: QUANTOS:
{ )HIPERTENSAO ARTERIAL { 1JAENGRAVIDOU { )PLOBLEMAS HORMONAIS

QUANTAS VEZES: TIPO:
{ )DIFICULDADE P/ ENGRAVIDAR { )ECLAMPSE
{ 1CARDIOPATIAS { JDOENCASRENAIS CRONICAS [ JANEMIA

OUTRAS INFORMACOES:

UF:



