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RESUMO

GIUSTI, K. C. S. Associacao entre polimorfismos em genes relacionados ao
metabolismo de folato (RFC1, GCP2, MTHFR e MTHFDL1) e alteracdes nas
concentracbes de folato, cobalamina e homocisteina em mulheres com
historia de abortos espontaneos recorrentes. 106 fls. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, 2012.

O aborto espontaneo recorrente (AER) é caracterizado pela ocorréncia de trés
ou mais abortos consecutivos e acomete 2-4% das mulheres em idade fertil. A
etiologia esta associada a varios fatores de risco, tais como anomalias uterinas,
aberragbes cromossomicas, autoimunidade, trombofilias, elevagcdo na
concentracdo de homocisteina (tHcy), porém cerca de 40% dos casos
permanece sem causa definida. O metabolismo de unidades de carbono
desempenha papel fundamental na disponibilidade de folato na célula, sendo
essencial para o desenvolvimento placentério e fetal. Deficiéncia de vitaminas
gue regulam este metabolismo, como o acido folico, e polimorfismos em genes
que codificam enzimas relacionadas ao metabolismo de folato (MTHFR, RFC1,
GCP2 e MTHFD1) podem levar a reducdo das concentracfes desta vitamina e
ao aumento das concentracdes de tHcy. Objetivo foi avaliar a associacao entre
polimorfismos em genes relacionados ao metabolismo do folato (RFC1, GCP2,
MTHFR e MTHFD1) e o risco de se ter AER, bem como avaliar a associagéo
entre estes polimorfismos e as alteracbes nas concetrancfes de folato,
cobalamina e homocisteina. Foram constituidos trés grupos: AER primario: 117
mulheres com AER e nenhum feto viavel; AER secundario: 139 mulheres com
AER e pelo menos um feto viavel; e Controle: 264 mulheres sem histéria de
aborto espontaneo. Nenhuma das mulheres estava gravida no momento da
coleta do sangue. Amostras de sangue foram obtidas para dosagens
bioquimicas (folato, Cbl, tHcy, entre outras), imunolégicas e extracdo de DNA
gendmico. As genotipagens foram feitas por PCR-RFLP ou PCR em tempo real.
As concentracdes séricas de folato e Cbl foram maiores no AER primério e
secundario (p<0,05). A distribuicdo dos gendétipos de todos os polimorfismos foi
semelhante nos trés grupos. O aumento nas concentracdes de folato sérico (OR:
1,05, 95% IC: 1,03 — 1,07, p<0,001), Cbl (OR: 1,00, 95% IC: 1,00 — 1,00, p=
0,016), tHcy (OR: 1,03, 95% IC: 0,97 — 1,11, p= 0,033) e T4 (OR: 1,02, 95% IC:
1,00 — 1,03, p=0,006) e a presenca de FAN reagente (1:160) (OR: 2,90, 95% IC:
1,25 - 6,75, p= 0,013) foram considerados fatores de risco para aborto primario.
Para o aborto secundario, foram considerados fatores de risco o0 aumento nas
concentracfes de folato sérico (OR: 1,04, 95% IC: 1,02 — 1,05, p<0,001), Chl
(OR: 1,00, 95% IC: 1,00 — 1,00, p= 0,019) e tHcy (OR: 1,05, 95% IC: 1,00 — 1,09,
p= 0,039), maiores idades (OR: 1,02, 95% IC: 0,98 — 1,06, p= 0,031), habito de
fumar (OR: 2,54, 95% IC: 1,41 — 4,60, p= 0,002) e ter maior IMC (OR:1,42, 95%
IC: 1,07 — 1,88, p= 0,015). Os polimorfismos estudados ndo foram associados ao
maior risco de se ter AER, quando analisados isoladamente, e também né&o
foram associados a alteracdes nas concentracdes séricas de folato, Cbl e tHcy,
com excecao do gendtipo MTHFR 677TT, cujas portadoras apresentaram maior
concentracdo de tHcy, quando comparadas com as portadoras de genotipos
677CC e 677CT nos trés grupos. As variaveis concentracdes de folato, Chl, tHcy
e T4 e presenca de FAN reagente foram associadas ao maior risco de se ter



aborto primario.As variaveis idade, IMC, tabagismo, concentracdes de folato, Cbl
e tHcy foram associadas ao maior risco de aborto secundario.

Palavras-chave: folato, cobalamina, homocisteina, aborto espontaneo
recorrente, polimorfismos



ABSTRACT

GIUSTI, K. C. S. Association between polymorphisms in genes related to folate
metabolism (RFC1, GCP2, MTHFR and MTHFD1l) and changes in the
concentrations of folate, cobalamin and homocysteine in women with a history of
recurrent miscarriages. 106 fls. School of Pharmaceutical Sciences, University of
Séo Paulo, S&o Paulo, 2012.

The recurrent spontaneous abortion (RSA) is characterized by the occurrence of
three or more consecutive miscarriages and affects 2-4% of women of
childbearing age. The etiology is associated with several risk factors such as
uterine abnormalities, chromosomal aberrations, autoimmunity, thrombophilia,
increased concentration of homocysteine (tHcy). About 40% of cases remains
unknown cause. The units of carbon metabolism plays an essential role in the
availability of the cell folate, is essential for the placental and fetal development.
A deficiency of the vitamins that regulate this metabolism, like folic acid, and
polymorphisms in genes encoding enzymes related to folate metabolism
(MTHFR, RFC1, and GCP2 MTHFD1) may lead to decreased concentrations of
this vitamin and increased concentrations of tHcy. Objective was to evaluate the
association between polymorphisms in genes related to folate metabolism
(RFC1, GCP2, MTHFD1 and MTHFR) and the risk of having AER, and to
evaluate the association between these polymorphisms and changes in
concetrangodes folate, cobalamin, and homocysteine. Three groups were divided:
AER primary: 117 women with RSA and no viable fetus, AER secondary: 139
women with RSA and at least one viable fetus and Control: 264 women with no
history of miscarriage. None of the women was pregnant at time of blood
collection. Blood samples were taken for biochemical (folate, Chl, tHcy, etc.),
immunological and genomic DNA extraction. The genotyping were carried out by
PCR-RFLP or real time PCR. Serum concentrations of folate and Cbl were higher
in groups 1 and 2 (p <0.05). The distribution of genotypes of MTHFR ¢c.677C> T,
MTHFR c¢.1298A> C, MTHFD1 c¢.1958G> A, RFC1 c¢.80G>GCP2 A and
c.1561C> T was similar among the three groups. The increased concentrations
of serum folate (OR: 1.05, 95% CI: 1.03 - 1.07, p <0.001), Cbl (OR: 1.00, 95% CI:
1.00 to 1.00, p = 0.016), tHcy (OR: 1.03, 95% CI: 0.97 to 1.11, p = 0.033) and T4
(OR: 1.02, 95% CI: 1.00 to 1.03, p = 0.006) and the presence of ANA (1:160)
(OR: 2.90, 95% CI: 1.25 - 6.75, p = 0.013) were considered risk factors primary
for abortion. For secondary abortion, were considered risk factors increased the
concentrations of serum folate (OR: 1.04, 95% CI. 1.02 - 1.05, p <0.001),
cobalamin (OR: 1.00, 95 % CI: 1.00 to 1.00, p = 0.019) and tHcy (OR: 1.05, 95%
Cl: 1.00 to 1.09, p = 0.039), higher age (OR: 1.02, 95% CI: 0.98 to 1.06, p =
0.031), cigarette smoking (OR: 2.54, 95% CI: 1.41 to 4.60, p = 0.002) and had a
higher BMI (OR : 1,42,95% CI. 1.07 to 1.88, p = 0.015). The studied
polymorphisms were not associated with increased risk of having RSA when
analyzed separately, and were not associated with changes in serum folate, Cbl
and tHcy, with the exception of the MTHFR 677TT genotype, whose patients had
a higher concentration of total tHcy compared with those with 677CC and 677CT
genotypes in the three groups. The variable concentrations of folate, Cbl, tHcy,
and T4, presence of ANA and have been associated with increased risk for
miscarriage primary. The variables age, BMI, smoking, concentrations of folate,
Cbl and tHcy were associated with increased risk of secondary miscarriage.



Keywords: folate, cobalamin, homocysteine, recurrent spontaneous abortion
polymorphisms
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18

1. Introducéo

O aborto é definido como a interrupcdo da gestacdo antes da 20 semana
ou gquando o feto pesa menos do que 500g (Christiansen, 2006; Zugaib, 2008).
Pode ser classificado em precoce, que ocorre até a 122 semana de gestacéao, e
tardio, quando ocorre apoés este periodo (Lejeune, 2006). Em revisdo realizada
por Bates (2010), foi demonstrado que o aborto ocorre em cerca de 50% das
mulheres em idade fértil.

A ocorréncia de trés ou mais abortos consecutivos € denominada aborto
espontaneo recorrente (AER). Esta caracterizacdo € aceita em alguns paises
como Brasil, Inglaterra e Estados Unidos da América (Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva) (Jauniaux, Farquharson et al., 2006; Stephenson e
Kutteh, 2007; Zugaib, 2008); embora estudos tenham demonstrado a existéncia
da mesma frequéncia a partir de dois eventos (Jaslow, Carney et al., 2010),
podendo se considerar, desta forma, duas perdas como suficientes para a
denominacéo de AER (Harger, Archer et al., 1983).

O AER é observado em 2 a 4% das mulheres em idade reprodutiva
(Stephenson e Kutteh, 2007; Jaslow, Carney et al.,, 2010). Mulheres que
apresentam histérico de AER podem ou nao ter tido feto viavel em algum
momento do periodo fértil. Denomina-se aborto primario aquele em que néo se
teve nenhum feto viavel e aborto secundario quando ja ocorreu alguma gestacéo
resultante em feto viavel (Amorim-Filho, et al, 2010; Toth, Jeschke et al., 2010).

Sabe-se que o AER € uma condicdo multifatorial. Entre os fatores de

risco podem ser destacados:
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idade materna, obesidade, antecedentes obstétricos, uso ou
exposicdo ao tabaco, uso de bebidas alcodlicas (Stephenson e
Kutteh, 2007);

alteragcGes cromossOmicas: aneuploidias, rearranjos estruturais, etc
(Carp, 2008; Group, 2008; Kwak-Kim, Yang et al., 2009; Amorim-
Filho, et al, 2010);

fatores anatdmicos: ma formacao uterina, incompeténcia cervical
(Saravelos, Cocksedge et al.,, 2008; Amorim-Filho, et al, 2010;
Reichman e Laufer, 2010), descolamento pré-maturo da placenta
(Reichman e Laufer, 2010), miomas (dependendo do tamanho e da
localizacdo) e sinéquias uterinas, entre outros (Saravelos,
Cocksedge et al.,, 2008; Kwak-Kim, Yang et al., 2009; Amorim-
Filho, et al, 2010; Toth, Jeschke et al., 2010);

fatores enddcrinos: hipotireoidismo (Thangaratinam, Tan et al.,
2011), diabetes mellitus descompensada (Jauniaux, Farquharson
et al., 2006; Amorim-Filho, et al, 2010), hipersecrecdo do horménio
luteinizante, altas concentracbes de androgenos, entre outros
(Jauniaux, Farquharson et al., 2006; Kwak-Kim, Yang et al., 2009);
trombofilias: polimorfismos nos genes da protrombina (F2 c.
20210G>A), do Fator V de Leiden (F5 c. 1691G>A) e da
metilenotetraidrofolatoredutase (MTHFR ¢.677C>T) com hiper-
homocisteinemia, etc. (Rai e Regan, 2006; Amorim-Filho, et al,
2010);

elevacdo da concentracdo de homocisteina plasmatica com baixas

concentracdes de folato (Govindaiah, Naushad et al., 2009);
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e Outros fatores: imunolégicos (aloimunidade e autoimunidades)
(Carp, 2007; Amorim-Filho, et al, 2010), (Kwak-Kim, Yang et al.,
2009; Shetty e Ghosh, 2009; Amorim-Filho, et al, 2010), infec¢des
maternas (Kwak-Kim, Yang et al., 2009; Amorim-Filho, et al, 2010),
medicamentos (Rai e Regan, 2006; Toth, Jeschke et al., 2010;
Mislanova, Martsenyuk et al., 2011), outros polimorfismos (Kwak-
Kim, Yang et al., 2009).

Apesar de diversos fatores e causas estarem relacionados ao AER e de
grande numero de exames diagndsticos disponiveis na avaliacdo dessa
condicdo, aproximadamente 40% dos casos ndo tém a etiologia elucidada
(Amorim-Filho, et al, 2010).

Sabe-se que o crescimento fetal estd relacionado com interacdes
hormonais e nutricionais entre méae, placenta e feto, sendo o transporte
nutricional de fundamental importancia (Kalhan e Marczewski, 2012). Para se
obter desenvolvimento placentario e fetal adequado, € essencial a duplicacédo
celular e, para que isso ocorra,sdo necessarias quantidades suficientes de
cobalamina (vitamina B12) e &cido folico (Guerra-Shinohara, Paiva et al., 2002;
Furness, Fenech et al., 2008; Lopreato, Stabler et al., 2008; Yajnik e Deshmukh,
2012), entre outras vitaminas e aminoacidos (Molloy, Mills et al., 2005; Kalhan e
Marczewski, 2012; Yajnik e Deshmukh, 2012). A deficiéncia de micronutrientes
(vitaminas hidrossolaveis, especialmente o folato) estd associada a elevados
riscos para a fertilidade, variando da infertilidade até doencas fetais estruturais

(Berti, Biesalski et al., 2011).
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1.1 Acido félico

O 4cido félico (AF) € uma vitamina hidrossoluvel que pertence a familia
de vitaminas do complexo B (Zhao, Matherly et al.,, 2009; Talaulikar e
Arulkumaran, 2011), encontrada naturalmente em vegetais de folhas verdes,
legumes, frutas citricas, figado e outras carnes (Kim, 2007). Nos alimentos, o AF
esta na forma de poliglutamato e desempenha papel essencial nas células dos
mamiferos, como na biossintese de unidades de carbono e processos
epigenéticos (Laanpere, Altmae et al., 2010; Roy, Evers et al., 2012). Além
disso, é co-fator essencial para metilacdo da homocisteina em metionina (Zhao,

Matherly et al., 2009; Talaulikar e Arulkumaran, 2011; Benammar, Sermondade

et al., 2012).
ANEL PTERIDINA PABA GLUTAMATO

ACIDO PTEROICO GLUTAMATO

ACIDO FOLICO

Figura 1. Estrutura quimica do acido folico. Adaptado de KIM, 2007.

Quimicamente, o AF consiste de um anel pteridina ligado ao acido para-
aminobenzoico (PABA) unido a uma ou mais moléculas de acido glutdmico

(Zhao, Matherly et al.,, 2009) (Figura 1). Folato € um termo genérico que se
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refere aos compostos com estruturas quimicas e propriedades nutricionais
similares. O AF é a forma monoglutamil completamente oxidada da vitamina e
que possui maior estabilidade (Eichholzer, Tonz et al.,, 2006), usada em
suplementos, na terapéutica e na fortificagcdo de alimentos (Kim, 2007). Em
condicbes fisiolégicas e na natureza, a forma mais abundante é a de
poliglutamato (possui mais de uma molécula de acido glutdmico) (Sans-
Sabrafen, 1988).

A absorcdo do AF ocorre por hidrélise do poliglutamato para
monoglutamato, através da enzima glutamato carboxipeptidase 2 (GCP2)
(Figura 2). Em seguida, a forma monoglutamato é conduzida pelo transportador
de folato préton acoplado (PCFT) para dentro dos enterécitos (Zhao, Matherly et
al., 2009; Laanpere, Altmée et al., 2010). Tanto a hidrélise quanto o transporte
tém que ocorrer em pH ideal (pH 6), no microambiente da vilosidade do jejuno
(Zhao, Matherly et al., 2009). No enterdcito, os monoglutamatos sdo convertidos
em 5-metiltetraidrofolato (5-metilTHF) e transportados para a corrente sanguinea
sem alteracéo adicional (Caro, 2007).

O 5-metilTHF é a maior fracdo de folato circulante no plasma e apresenta
alta afinidade por receptores de folato na membrana celular (Green, 2010). A
absorcdo celular ocorre por meio da proteina carreadora de folato reduzido 1
(RFC1) (Figura 2), um transportador especifico. Em tecidos especificos, como o
figado e o intestino, é utilizado o PCFT para o transporte transmembrana. O
folato tecidual atua como doador e receptor de unidades de carbono em diversas
reacoes metabdlicas. Estas unidades de carbono podem estar no nivel de
oxidacdo do metanol (5-metilTHF), do formaldeido (5,10-metilenoTHF) ou do

formiato (5, ou 10-formilTHF ou 5,10-metenilTHF) (Pietrzik, Bailey et al., 2010).
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Cada uma das formas de folato desempenha um papel especifico no
metabolismo intracelular. Praticamente todas as estruturas de folato tecidual
estdo na forma poliglutamato, que é necessaria para a atividade bioldgica. O
folato participa como coenzima em ciclos metabdlicos necessarios para a
sintese de timidilato e purinas, que séo precursores para a sintese de DNA e
RNA, e de metionina, a partir da homocisteina e da interconversédo de serina em
glicina (Pietrzik, Bailey et al., 2010).

O 5,10-metilenoTHF pode ser usado diretamente para a sintese de
timidilato, reduzido a 5-metilTHF no ciclo de sintese da metionina, ou oxidado
para 10-formilTHF, para ser usado na sintese das purinas. Este ciclo ocorre no
citosol, mas também pode ocorrer em nivel mitocondrial em mamiferos (Pietrzik,
Bailey et al., 2010).

A serina é o principal fornecedor de unidades de carbono para o
metabolismo de unidades de carbono folato-dependente. Nesse metabolismo, a
serina doa [B-carbono para o THF, para gerar glicina e 5,10-metilenoTHF. A
timidilato sintase catalisa a transferéncia de unidade de carbono de 5,10-
metilenoTHF, para gerar desoxitimidina monofosfato (dTMP) a partir de
desoxiuridina monofosfato (dAUMP). Nesta reacdo, o THF é oxidado a diidrofolato
(DHF). Em seguida,a DHF gerada sera reduzida novamente para THF,através
da diidrofolato redutase (DHFR) (Pietrzik, Bailey et al., 2010).

A metilagcdo de homocisteina, para produzir metionina, utiliza 5-metilTHF
como doador de grupo metil, em uma reacao catalisada por metionina sintetase
(MTR), dependente de cobalamina. O 5-metilTHF é gerado a partir de 5,10-
metilenoTHF, numa reacdo catalisada pela metilenotetraidrofolato redutase

(MTHFR) (o 5-metilTHF também é proveniente da dieta). A metionina pode ser
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utilizada como o doador de grupo metil em muitas reacdes, incluindo a metilacado
de DNA, histonas e outras proteinas. Essas rea¢fes sdo importantes na
expressdo génica e na estabilidade gendmica (Pietrzik, Bailey et al.,

2010).(Figura 2).

Intracelular
Homocisteina [ Metionina

Limen Enterocito Plasma
\ Monoglutamato ’ > | S5-metilTHF | ————> 5-metilTHF

RFC1

THF
MTHFR
Poliglutamato , dump
Gllcma

dmve 5,10-metilenoTHF MTHFDI

Gllcma 5,10-metenilTHF J
D
MTHFD1
Senna
MTHFD;[ 10-FormilTHF /

Figura 2. Absorcdo e metabolismo do folato. GCP2 glutamato caboxipeptidase 2; RFC1
transportador de folato reduzido 1; Cbl cobalamina; THF Tetraidrofolato; TS Timidilato sintase;
dTMP deoxitimidina monofosfato; dUMP deoxiuridina monofostato; DHFR diidrofolato redutase;
MTHFR metilenotetraidrofolato redutase; MTHFD1 metilenotetraidrofolato desidrogenase.
Adaptado de: Pietrzik, 2010.

O folato pode ser excretado tanto pela via urindria como pelas fezes.
Quando ndo ha folato suficiente, ocorre a diminuicdo da capacidade de
remetilacdo da homocisteina celular, resultando em alta concentracdo de
homocisteina plasmética (um dos mecanismos para 0 aumento da tHcy), que é
um indicador indireto de deficiéncia de acido folico (Pietrzik, Bailey et al., 2010).

Existe uma necessidade fisiolégica entre 13,6 e 45,3 nmol/L. A deficiéncia

nos humanos pode ocorrer por ingestdo deficiente ou ma absorcéo (Laanpere,
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Altmé&e et al.,, 2010). A deficiéncia de folato € particularmente problematica
quando associada ao uso de alcool e ao tabagismo, doenca intestinal,
insuficiéncia renal ou hepatica e uso de alguns medicamentos, havendo
necessidade de suplementacéo com folato (Talaulikar e Arulkumaran, 2011). A
suplementacdo de folato também €& necessaria em casos de demandas
excessivas, como gravidez, administracdo de medicamentos antifolato (por
exemplo, o metotrexato) e terapia com anticonvulsivante (Fairbanks e Klee,
1998). Além disso, a deficiéncia pode estar relacionada a variantes alélicas nos
genes ligados a absorcdo do folato,como o transportador de folato reduzido
(RFC1) e a glutamato caboxipeptidase 2 (GCP2), e genes ligados ao
metabolismo do folato, tais como a metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR) e a
metilenotetraidrofolato desidrogenase 1 (MTHFD1) (Shi, Caprau et al., 2003)
(Figura 2).

A principal manifestacdo clinica da deficiéncia de folato € anemia
megaloblastica (Fairbanks e Klee, 1998). Outros fatores associados com a
deficiéncia de folato sdo: altas concentracbes de homocisteina (fator de risco
para doencas cardiovasculares e acidente vascular cerebral) (Wald, Law et al.,
2002; Casas, Bautista et al., 2005), deméncia, doenca de Alzheimer (Seshadri,
Beiser et al.,, 2002), alteracdo na metilacdo de DNA e instabilidade genémica
uracil induzida, ambas associadas com o aumento do risco de céancer (Blount,
Mack et al., 1997; Choi e Mason, 2002).

Alteracbes no metabolismo das purinas e pirimidinas podem afetar o
crescimento fetal, resultando em malformagbes congénitas (Kalhan e
Marczewski, 2012). A deficiéncia de folato em gestantes esta relacionada a

defeitos de fechamento do tubo neural (DFTN) do feto, tais como espinha bifida
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(Prevention of neural tube defects: results of the Medical Research Council
Vitamin Study. MRC Vitamin Study Research Group, 1991; Czeizel e Dudas,
1992)(Wright, Dainty et al., 2007), labio leporino e fenda palatina (Kelly, O'dowd

et al., 2012).

1.2 Cobalamina

A vitamina B12, ou cianocobalamina, faz parte da familia de
compostos denominada genericamente de cobalaminas (Zago e Malvezzi,
2001). A forma predominante no soro é a metilcobalamina, enquanto no citosol é
a adenosilcobalamina (Fairbanks e Klee, 1998; Klee, 2000). Quimicamente, é
uma corrina, consistindo de um &tomo de cobalto (Co*®"), circundado por quatro
anéis pirrois ligados ao nucleotideo 5,6-dimetilbenzimidazol (Moestrup, 2006;
Watanabe, 2007).

E uma vitamina hidrossolivel, sintetizada exclusivamente por
microrganismos, encontrada em praticamente todos o0s tecidos animais e
estocada primariamente no figado, na forma de adenosilcobalamina (Henry,
1999). A fonte natural de cobalamina (Cbl) na dieta humana restringe-se a
alimentos de origem animal (Herrmann, Schorr et al., 2003).

Em humanos, a absorcédo de Cbl é complexa. Apés ser liberada das
proteinas alimentares, ela se liga a haptocorrina no estdbmago. Ao chegar ao
duodeno, ocorre protedlise, fazendo com que ela se ligue ao fator intrinseco (Fl),
formando um complexo Cbl-FI (Watanabe, 2007). Esse complexo é absorvido
no ileo terminal (Afman, Van Der Put et al.,, 2001) e transportado para a
circulacdo portal, onde a Cbl é transferida para transcobalamina Il (TCII)

(Andrés, Dali-Youcef et al., 2009). A TCIl é uma proteina transportadora de Cbl,
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produzida pelo figado, pelos macréfagos e enterdcitos ileais. Nas células, a
internalizacdo de Cbl é feita através de endocitose, utilizando receptores
especificos (Chanarin, 1987).

No organismo humano, este nutriente funciona como um co-fator
essencial para duas enzimas: metionina sintase e L-metilmalonil-coA mutase
(Morris, Jacques et al.,, 2002; Obeid, Kuhlmann et al., 2005), ambas direta ou
indiretamente envolvidas no metabolismo da homocisteina total (tHcy). A
metionina sintase promove a metilagdo da tHcy a metionina, tendo o05-metilTHF
como doador de grupamento metil e a metilcobalamina como co-fator (Clarke,
Refsum et al.,, 2003; Obeid, Kuhlmann et al., 2005). J4 a L-metilmalonil-coA
mutase catalisa a conversao de metilmalonil coenzima A para succinil coenzima
A, tendo a adenosilcobalamina como co-fator (Morris, Jacques et al., 2002;
Obeid, Kuhlmann et al., 2005).

E conhecida a necessidade fisiologica de Cbl onde a concentragéo
circulante deve estar entre 150 e 673 pmol/L. A deficiéncia € uma desordem que
se manifesta por um quadro classico caracterizado por anemia megaloblastica
associada a sintomas neurolégicos (Carmel, Green et al., 2003; Andrés, Loukili
et al., 2004).

Ha evidéncias de que a Cbl tem papel importante no crescimento fetal
e de gue sua baixa ingestdo apresenta consequéncias tardias (Kalhan e
Marczewski, 2012). A deficiéncia de Cbl em gestantes aumenta o risco de ma
formacao fetal, ocasionando DFTN (Afman, Van Der Put et al., 2001). Esta
deficiéncia esta associada também com sinais de desmielinizagdo e grave
retardamento da mielinizag&o no sistema nervoso do feto (Black, 2008; Zampieri,

7

Biselli et al.,, 2012). Além disso, esta deficiéncia é a causa de algumas
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sindromes, alteracbes metabdlicas e condicbes degenerativas (Yajnik e
Deshmukh, 2012).

Assim, tanto a deficiéncia de folato quanto a de Cbl podem
ocasionar transtornos hematoldgicos, neuroldgicos e cardiovasculares (Andres,
Loukili et al., 2004), por serem necessarias as reacdes de metilacdo e devido as

suas influéncias no metabolismo da homocisteina (Venancio, Burini et al., 2004).

1.3 Homocisteina

A homocisteina (Hcy) € um aminoacido ndo proteico, formado pela
desmetilacdo da metionina proveniente da dieta ou de seu catabolismo
(Cardona, Cardona-Maya et al., 2008; Koz, Gouwy et al., 2010). A Hcy total
(tHcy) é a soma das formas de Hcy livre e ligada a proteina (Cardona, Cardona-
Maya et al., 2008).

A tHcy requer 5-metilTHF como doador de grupamentos metil, tendo a
Cbl como co-fator, para que possa ser remetilada a metionina e, assim, ndo se
acumular (Venancio, Burini et al., 2004). Apés a metilacdo da tHcy, a metionina
formada é convertida em S-adenosilmetionina (SAM), que € o principal doador
do grupo metil para a sintese de DNA, de proteinas e de neurotransmissores
(Trkov4, Kapras et al., 2000; Govindaiah, Naushad et al., 2009; Kalhan e
Marczewski, 2012). Apés a doacao de um grupo metil,a SAM se converte em S-
adenosilhomocisteina (SAH) (Miller, 2008; Kalhan e Marczewski, 2012). Quando
ocorre alteracdo da razdo SAM/SAH, pode ocorrer alteracdo na metilagcdo do
DNA, com incorporacdo de uracila, desencadeando mutacdes, quebras

cromossOmicas e formacao de micronucleos (Govindaiah, Naushad et al., 2009;
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Benammar, Sermondade et al., 2012), podendo interferir no desenvolvimento
fetal (Benammar, Sermondade et al., 2012).

A SAM é particularmente relevante para a metilagdo do DNA, pois
fornece o grupo metil usado na metilagéo da citosina (Parle-Mcdermott e Ozaki,
2011). Altas concentracdes de tHcy podem sugerir acumulo intracelular de SAH,
consequentemente diminuindo a razdo SAM/SAH, resultando em menor
metilacdo do DNA, em alteragbes no crescimento celular e em proliferacdo de
outras funcdes celulares, impactando no desenvolvimento e no crescimento
embrionério e fetal em longo prazo ou permanente (Kalhan e Marczewski, 2012).

As concentracfes plasméticas de tHcy devem ser inferiores a 15,0
umol/L. Elevadas concentracbes foram associadas as seguintes complicactes
obstétricas: metabolismo alterado do 6xido nitrico (diretamente relacionado a
maioria das etapas da reproducdo, como ovulacado, clivagem da implantacéo
embrionéria, regulacdo da pressdo arterial, amadurecimento cervical e
contracdes); endometriose; diabetes gestacional; embriopatia fetal (Forges,
Monnier-Barbarino et al., 2007); aumento da possibilidade de méa formacéao
congénita, descolamento prematuro da placenta, abortos espontaneos e pré-
eclampsia (Forges, Monnier-Barbarino et al., 2007; Guerra-Shinohara, Pereira et
al., 2010). Além disso, a tHcy pode ser toxica ao embrido, pela geracdo de
lesbes oxidativas (Benammar, Sermondade et al., 2012), e pode aumentar o
potencial trombogénico (Durand, Lussier-Cacan et al., 1997; Benammar,
Sermondade et al., 2012).

Reducbes nas concentracdes plasmaticas de folato e Cbl, bem como

alteracdes em genes de enzimas chaves do metabolismo destas vitaminas e da
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tHcy, tém importantes implicagdes nas concentracbes plasmaticas de tHcy

(Brouns, Ursem et al., 2008; Park, Han et al., 2011).

1.4 Suplementacdao vitaminica

Alguns estudos mostraram que a suplementacdo com micronutrientes
(vitaminas hidrossolaveis, especialmente o folato) durante o periodo gestacional
reduz anomalias fetais (Cetin, Berti et al., 2010; Berti, Biesalski et al., 2011).A
suplementacdo age no metabolismo materno e fetal, envolvendo a atividade de
enzimas, os sinais de transducéo, as vias de transcricao, as funcdes biologicas e
a reducdo de estresse oxidativo (Berti, Biesalski et al., 2011; Ly, Lee et al.,
2011).

Visando reduzir problemas gestacionais relacionados a caréncia de folato,
€ recomendada a suplementacdo com AF antes e no inicio da gestacéo, sendo a
dose preconizada para gestantes de 400ug/dia (Solomons, 2007).

Com o intuito de diminuir a incidéncia de DFTN, foi preconizada nos EUA
a fortificacdo de alimentos com AF a partir de 1998 (140ug/100g de farinha)
(Eichholzer, Tonz et al., 2006; Heseker, 2011).

No Brasil, 0 Ministério da Saude tornou obrigatéria, a partir de julho de
2004, a fortificacao de farinhas de milho e trigo com AF (150ug/100g de farinha)
(Brasil, 13 de dezembro de 2012). As concentracbes de Cbl e folato em
mulheres brasileiras ndo foram avaliadas antes da implantacdo deste programa
(Barbosa, Stabler et al., 2008).

Berry e colaboradores (1999) demonstraram que a suplementacdo
periconcepcional com AF reduziu em 80% os casos de DFTN na regido do norte

da China (Berry, Li et al., 1999). No Canada, De Wals e colaboradores (2007)
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encontraram redugdo de 46% na incidéncia de DFTN, apos a fortificagdo de
farinhas (De Wals, Tairou et al., 2007). Isto evidencia que a fortificacdo de
farinhas é importante para reduzir incidéncias de DFTN.

1.5 Alteragdes genéticas envolvidas no metabolismo do folato

As concentracdes de folato e tHcy podem ser afetadas por polimorfismos
em genes que codificam enzimas relacionadas ao metabolismo e a absor¢éo de
folato (MTHFR, RFC1, GCP2 e MTHFD1) (Shi, Caprau et al., 2003; Tamura e
Picciano, 2006).

1.5.1 Polimorfismos no gene da metilenotetraidrofolato redutase
C.677C>T e c.1298A>C

A metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR) € uma enzima chave no
metabolismo do folato (Molloy, Brody et al., 2009). A sua atividade envolve a
reducdo de 5,10-metilenoTHF a 5-metilTHF, que é responséavel pela remetilacdo
de homocisteina em metionina (Callejon, Mayor-Olea et al.,, 2007; Cardona,
Cardona-Maya et al., 2008; Molloy, Brody et al., 2009; Wilcken, 2012). Desse
modo, h& doacdo de grupamento metil para a sintese de purina e pirimidina e
fornecimento de grupo metil para SAM (mediada pela reacéo de metilacdo). Uma
particularidade desta enzima € ser termolabil (Molloy, Brody et al., 2009;
Wilcken, 2012). (Figura 2)

O gene MTHFR esta localizado no cromossomo 1 (p 36.3) (Fabris,
Toniutto et al., 2009; Wilcken, 2012).0 polimorfismo MTHFR c.677C>T (rs
1801133), localizado no éxon 4 (Naushad e Devi, 2010), resulta na substituicdo
de uma citosina por uma timina no nucleotideo 677, que acarreta como
consequéncia a troca de uma alanina por uma valina na posi¢do 222 da proteina

(MTHFR p.A222V).Estudos demonstraram que a presenca do polimorfismo
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MTHFR c.677C>T acarreta deficiéncia na atividade da enzima MTHFR. Essa
deficiéncia de funcdo da MTHFR estd associada com o0 aumento na
concentracdo plasmatica de tHcy (Frosst, Blom et al., 1995; Van Der Put,
Steegers-Theunissen et al.,, 1995; Wilcken, 2012). De fato, alguns estudos
mostraram que o gendtipo 677TT foi associado ao maior risco para doenca
cardiovascular (Brattstrom e Wilcken, 2000; Ueland, Refsum et al., 2000), cancer
(Chen, Giovannucci et al., 1999), deméncia (Nishiyama, Kato et al., 2000; Yoo,
Choi et al., 2000), fetos com DFTN (Van Der Put, Steegers-Theunissen et al.,
1995; Van Der Put, Eskes et al., 1997), esquizofrenia (Vares, Saetre et al., 2010)
e sintomas de depressao durante a gravidez (Devlin, Brain et al., 2010).

Ja o polimorfismo MTHFR ¢.1298A>C (rs 1801121) esta localizado no
cromossomo 1 (p 37.5), éxon 7 (Weisberg, Tran et al.,, 1998). Ele resultada
substituicdo de uma adenina por uma citosina no nucleotideo 1298 (Zetterberg,
Regland et al., 2002; Candito, Rivet et al., 2008; Ghodke, Chopra et al., 2011).
Esta alteracdo implica na substituicdo de um glutamato por uma alanina na
posicdo 429 da enzima (MTHFR p.E429A). Individuos homozigotos para o alelo
1298C tém atividade enzimatica reduzida, porém sem alteracdo nas
concentracfes de tHcy (Van Der Put, Gabreéls et al., 1998; Zetterberg, Regland
et al., 2002; Yaliwal e Desai, 2012). O polimorfismo pode ter efeitos clinicamente
importantes se houver baixa ingestdo de folato ou quando ha necessidade
aumentada desta vitamina, como no caso de gravidez e embriogénese
(Zetterberg, Regland et al., 2002).

Individuos homozigotos 677TT, em combinagcdo com homozigotos

1298AA, tém atividade enzimatica reduzida e aumento nas concentracoes de



33

tHcy,com reducdo nas concentracfes plasmaticas de folato (Kim, Park et al.,
2011; Yaliwal e Desai, 2012).

Estudo realizado com 140 casais com histéria de aborto e 140 casais com
dois ou mais fetos viaveis indicou que o polimorfismo MTHFR ¢.677C>T materno
nao pode ser considerado um fator de risco para o AER, embora tenha havido
maior frequéncia do alelo 677T paterno nesse grupo (Govindaiah, Naushad et
al., 2009). Além disso, o genotipo MTHFR 677TT néo foi associado ao aumento
da concentracdo de tHcy plasmatica ao AER (Cardona, Cardona-Maya et al.,
2008).

Estudo realizado em Heraklion (llhas de Creta), com 80 amostras de
tecido fetal de aborto espontaneo,mostrou que a combinacdo 677TT/1298AA e
677CT/1298AC foi associada ao maior risco de se ter aborto
espontaneo(Zetterberg, Regland et al., 2002).

Em outro estudo, os genodtipos MTHFR 677TT e MTHFR1298AC foram
associados com maior risco de se ter AER, independentemente de outros fatores
de risco, como uso de tabaco e ocupacao (Rodriguez-Guillén, Torres-Sanchez et
al., 2009).

1.5.2 Polimorfismo no transportador de folato reduzido ¢c.80G>A

O transportador de folato reduzido 1 (RFC1) participa no processo de
influxo de 5-metilTHF na célula (Galbiatti, Ruiz et al., 2011), sendo uma variante
de SLC19A1 (Zampieri, Biselli et al., 2012). (Figura 2)

O gene RFC1 esta localizado no cromossomo 21 (g22.3). O
polimorfismo RFC1 c.80G>A (rs1051266), localizado no éxon 2, é responsavel
pela substituicdo de uma guanina por uma adenina na posi¢cédo 80 do gene (Pei,

Liu et al., 2009; Galbiatti, Ruiz et al., 2011). A variante do gene SLC19A1 (rs
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61510559) muitas vezes é referida como RFC1c.80A>G. Esta mutacdo acarreta
a substituicdo do aminodcido histidina por uma arginina na posicdo 27 da
proteina (RFC1 p.R27H) (Yates e Lucock, 2005; Ananth, Peltier et al., 2008). O
gendtipo 80GG foi associado a baixas concentragBes de folato. Em gestantes,
foram observadas baixas concentragdes de folato e altas concentragdes de tHcy,
levando ao aumento do risco de filhos com DFTN (Ananth, Peltier et al., 2008;
Stanistawska-Sachadyn, Mitchell et al., 2009). O polimorfismo também foi
associado a anomalias fetais, toxicidade ao metotrexato em pacientes com
leucemia linfloblastica aguda (LLA) (Zhao, Matherly et al., 2009) e sindrome de
Down (Biselli, Goloni-Bertollo et al., 2008), além de alteracdo na metilacdo do
DNA, na capacidade de reparo do DNA e aumento da suscetibilidade ao cancer
(Galbiatti, Ruiz et al., 2011).

O genotipoRFC1 80AA foi associado ao risco 2,7 vezes maior de se ter
deslocamento da placenta quando a mulher apresentava concomitantemente
baixa quantidade de folato sérico (Ananth, Peltier et al., 2008).

Em estudo realizado com mées e neonatos no Brasil, o alelo RFC1 80G
foi associado com aumento das concentracbes de tHcy neonatal (Lopreato,
Stabler et al., 2008).

1.5.3 Polimorfismo no gene da glutamato carboxipeptidase 2
c.1561C>T

O gene glutamato carboxipeptidase 2 (GCP2) expressa a enzima folil-
poliglutamato carboxipeptidase, que esta ancorada na borda da membrana do
intestino e tem o papel de hidrolisar o 5-metilTHF, quebrando a cauda de
poliglutamato em monoglutamato,0 que permite a absorcédo do folato dietético

(Devlin, Ling et al., 2000; Zhao, Matherly et al., 2009). (Figura 2)
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O gene GCP2 encontra-se no cromossomo 11 (p11.2) (Devlin, Ling et
al., 2000; Xie, Guo et al., 2012). O polimorfismo GCP2 ¢.1561C>T (rs61886492),
localizado no éxon 2, estd associado a substituicdo de uma citosina por uma
timina na posicdo 1561 do gene (Lopreato, Stabler et al., 2008). Esta mutacéo
acarreta a substituicdo do aminoécido histidina por uma tirosina na posicao 475
da proteina (GCP2 p.H475Y) (Devlin, Ling et al., 2000). Este polimorfismo foi
relacionado a reducdo na atividade da enzima (Devlin, Ling et al., 2000) e,
também, as baixas concentracdes de folato, as altas concentragbes de tHcy
(Devlin, Ling et al., 2000; Halsted, Wong et al., 2007), a sintomas de depresséao e
a esquizofrenia (Ye, Lai et al., 2011).

Em estudo realizado com mé&es e neonatos no Brasil, foi demonstrado
que o alelo T (gendtipo CT+TT) estava associado a baixas concentracdes de
tHcy em maes, podendo conferir risco para os neonatos (Lopreato, Stabler et al.,

2008).

154 Polimorfismo no gene da metilenotetraidrofolato
desidrogenase 1 ¢.1958G>A
A enzima metilenotetraidrofolato desidrogenase 1 (MTHFD1) é NADP-
dependente e trifuncional, atuando como 5,10-metilenoTHF desidrogenase,
5,10-metenilTHF cicloidrolase e 10-formilTHF sintase. Fornece trés carbonos
derivados de THF, que séo substratos para biossintese de timidilato, purinas e
metionina (Kruszyna, Lianeri et al., 2010; Neagos, Cretu et al., 2010). (Figura 2)
O gene MTHFD1 encontra-se no cromossomo 14 (14g24) (Wang, Ke et
al., 2007). O polimorfismo MTHFD1 c.1958G>A (rs 2236225) é caracterizado

pela troca de uma guanina por uma adenina no nucleotideo 1958, o que resulta
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na troca do aminoacido arginina por glutamato na posicdo 653 na proteina
(MTHFD1 p.R653Q) (Carroll, Pangilinan et al., 2009; Neagos, Cretu et al., 2010).
Existe a hipétese de que esta variante genética reduza a producdo de 5,10-
metilenoTHF e 10-formilTHF, diminuindo a disponibilidade de 5-metilTHF,0 que
prejudica a remetilagdo da homocisteina em metionina e também pode
influenciar a fonte de unidades de grupamentos metil (Ivanov, Nash-Barboza et
al., 2009). O polimorfismo MTHFD1 ¢.1958G>A foi associado com maior risco
para diversos tipos de cancer (Wang, Ke et al.,, 2007), DFTN, perdas fetais,
desordem psiquiatrica e enxaquecas (Krajinovic, 2008), insuficiéncia cardiaca
congestiva (Neagos, Cretu et al., 2010) e descolamento pré-maturo da placenta
(Parle-Mcdermott, Mills et al., 2005).

O gendtipo MTHFD1 1958AA foi associado ao maior risco de se ter
aborto durante o segundo trimestre de gestacao (Parle-Mcdermott, Pangilinan et
al., 2005).

Estudo caso-controle com 131 mulheres com AER e 131 mulheres
saudaveis ndo mostrou associacdo do polimorfismoMTHFD1 ¢.1958G>A ao
AER (Crisan, Trifa et al., 2011).

Em outro estudo, o polimorfismo MTHFD1 ¢.1958G>A foi associado ao
aumento de quase trés vezes do risco de descolamento prematuro da placenta
(Parle-Mcdermott, Mills et al., 2005).

O polimorfismo MTHFD1 ¢.1958G>A também foi associado com o risco
de restricdo de crescimento intrauterino em um estudo realizado com 74

mulheres na cidade de Adelaide (Australia) (Furness, Fenech et al., 2008).
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Uma vez que nao € conhecida a influéncia dos polimorfismos MTHFR
c.677C>T, MTHFR ¢.1298A>C, MTHFD1 c.1958G>A, RFC1 c.80G>A e GCP2
€.1561C>T no risco de se ter AER e, também, ndo € conhecido o efeito dos
mesmos nas concentracdes de folato, cobalamina e homocisteina, em mulheres
com histéria de AER, faz-se necessario 0 monitoramento genético desse grupo,
devido a relevancia dessas enzimas nas etapas do metabolismo do folato, tao

crucial para o desenvolvimento fetal.



38

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a associacdo entre polimorfismos em genes relacionados ao
metabolismo do folato (RFC1, GCP2, MTHFR e MTHFD1) e o risco de se ter
AER, bem como avaliar a associacao entre estes polimorfismos e as alteracdes

nas concentracdes de folato, cobalamina e homocisteina.

2.2 Objetivos especificos

1- Determinar o risco de se ter aborto espontaneo recorrente, segundo 0s
gendtipos dos polimorfismos MTHFR ¢.677C>T, MTHFR ¢.1298A>C,MTHFD1
€.1958G>A, RFC1 c.80A>G e GCP2 c.1561C>T no grupo estudo (aborto
primario e aborto secundario).

2- Avaliar se existe influéncia dos polimorfismos nas concentracdes de folato,
cobalamina e homocisteina total em mulheres do grupo estudo (abortos primério
e secundario) e do grupo controle, segundo os genétipos para os diversos
polimorfismos;

3- Avaliar os fatores de risco de se ter aborto primario ou secundario em
modelos multivariados de regressao logistica que incluem variaveis

sociodemogréficas, bioquimicas e genéticas.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Casuistica

Este estudo caso-controle realizado no periodo compreendido entre
novembro de 2008 e setembro de 2011, na cidade de S&o Paulo.

Foram selecionadas 257 mulheres néo gravidas com historia de AER, que
foram atendidas no Ambulatério de Obstetricia da Clinica Obstétrica do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (grupo estudo).

Para compor o grupo controle, foram selecionadas 264 mulheres nao
gravidas, que tiveram no minimo duas gestacdes de termo e que nao tinham
historia de aborto (grupo controle). Estas mulheres foram provenientes do Centro
de Saude Escola Butantd, Centro de Saude do Rio Pequeno, funcionéarias da
Universidade de S&o Paulo e da comunidade (amigas de mulheres com histéria
de AER).

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa
(CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP e da Comiss&o de Etica
para Andlise de Projetos do Hospital da Faculdade de Medicina da Universidade
de Séo Paulo (CAPpesq), além da Secretaria de Saude do Municipio de Sao
Paulo (ANEXOS 1, 2 e 3).

Todas as mulheres foram informadas sobre os objetivos do estudo e
consultadas sobre a vontade de participar. Sendo favoraveis, assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXOS 4 e 5). Em seguida, foi
aplicado um questionario para cada mulher, para se obter as seguintes
informacgdes: idade, antecedentes obstétricos, uso de medicamentos, e ou de

vitaminas (no momento da coleta ou no periodo gestacional), consumo de
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bebidas alcodlicas, fumo, peso e estatura (ANEXO 6).Neste estudo, ndo foi
realizada avaliagdo do consumo alimentar. Alguns dados foram retirados do
prontuario das pacientes com AER: ultrassonografia transvaginal,
histerossalpingografia e cariétipo do casal.

Os genotipos para os polimorfismos no gene da protrombina (F2 c.
20210G>A) e do Fator V de Leiden (F5 c. 1691G>A) foram obtidos em outro
estudo (de nosso grupo de pesquisa) do Laboratério de Hematologia Clinica da
FCF-USP.

3.1.1 Critérios de incluséo e excluséo

3.1.1.1 Grupo estudo

Foram incluidas mulheres ndo gravidas com trés ou mais AER e com
idades entre 18 e 45 anos. Estas mulheres foram classificadas em dois grupos,
de acordo com o histérico obstétrico:

e AER primario - compreendido por 117 mulheres com aborto primario

(nenhum feto viavel).

e AER secundéario - compreendido por 139 mulheres com aborto

secundario (a mulher teve pelo menos um feto viavel).

3.1.1.2 Grupo controle

Foram incluidas mulheres ndo gravidas, com idades entre 18 e 45 anos,
com histéria de duas ou mais gestacbes de termo, sem histérico de aborto,
natimorto, episédios tromboembdlicos e problemas obstétricos durante a
gravidez. Mulheres que apresentavam hipertensdo, diabetes, neoplasias e

problemas tireoidianos nao foram incluidas neste grupo.



41

3.2 Avaliacdo antropomeétrica

As mulheres foram pesadas em balancas da marca Filizola®, com
precisdo de 100g. A estatura foi medida em estadibmetro. O indice de massa
corporal (IMC) foi obtido pela razdo do peso (kg) pela altura (m) ao quadrado
(Tabela 1).

Tabela 1. Valores de IMC classificados segundo a
Organizacao Mundial da Saude (OMS)

IMC CLASSIFICACAO

<19,0 Subnutridas

19,0-24,9 Peso saudavel

25,0-30,9 Sobrepeso

31,0-36,9 Obesidade grau |

=237,0 Obesidade grau Il (grave)

3.3 Amostras biolégicas

Foram coletados 30 mL de sangue de cada mulher, por puncao venosa,
em jejum de no minimo oito horas. O sangue coletado em tubos Vacutainer®
com anticoagulante KsEDTA (0,15 mg/mL, Becton Dickinson, USA) foi utilizado
para analise genética e dosagem plasmatica de tHcy. O sangue coletado em
tubo Vacutainer® sem anticoagulante foi utilizado para dosagem de &cido félico,
cobalamina, aspartato aminotransferase (AST), aspartato alaninatransferase
(ALT), creatinina, glicose, horménio estimulante da tireoide (TSH), triiodotironina
(T3), tiroxina (T4) e fator antinacleo (FAN).

Aliguotas de soro e plasma foram separadas até uma hora apos a coleta
e armazenadas em microtubos de 1,5 mL devidamente identificados, os quais
foram mantidos a -80°C até a realizacdo das dosagens. As aliquotas para

dosagem de folato e tHcy foram armazenadas ao abrigo da luz.
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3.4 Metodologia laboratorial

3.4.1 Determinac¢des bioquimicas

O folato sérico foi determinado pelo método microbiolégico que utiliza
cepas de Lactobacillus casei (O'broin e Kelleher, 1992).

As concentragbes de Cbl sérica foram determinadas pelo método
microbiolégico que utiliza cepas de Lactobacillus leishmannii (Kelleher, Walshe
et al., 1987; Kelleher e Broin, 1991).

A dosagem plasmatica da tHcy foi realizada através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),em equipamento Shimadzu (Nishinokyo-
Kuwabara-cho, Kyoto, Japan) com detector de fluorescéncia de digitalizac&o
(385 nm de excitacdo, 515 nm de emissao) (Pfeiffer, Huff et al., 1999).

As determinacdes séricas de glicose, ureia, creatinina, AST e ALT foram
realizadas em sistema automatizado, utilizando kits de metodologia de quimica
seca (Equipamento Vitros 250 J&J, Products Vitros Chemistry; Ortho-clinical
Diagnostics High Wycombe UK, Johnson & Johnson Company). Para controle de
qualidade interno, foram utilizados Verifier | e II; para controle externo, foram
empregados reagentes da marca Controllab (provedor de ensaio de proficiéncia
para a América Latina).

Os marcadores tireoidianos, T3, T4 e TSH foram dosados utilizando-se
kits de quimioluminescéncia, de acordo com o manual do fabricante (Johnson &
Johnson; Products Vitros Immunodiagnostic; Ortoclinical Diagnostics High
Wycombe UK), em equipamento Vitros EciQ J&J. Para controle de qualidade
interno, foram utilizados reagentes do proprio fabricante; os controles externos

da Controllab (provedor de ensaio de proficiéncia para a Ameérica Latina).
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3.4.2 Determinacgéo de fator antintucleo (FAN)

A presenca de autoanticorpos circulantes (FAN) foi determinada pelo
método de imunofluorescéncia indireta, utilizando as células de linhagem HEp-2
(células de carcinoma Laringe; BION ®, lllinois, EUA). As amostras dos ensaios

reagentes na diluicdo 1:80 foram diluidas novamente em titulos 1:160.

3.4.3 Extracao e avaliagdo do DNA gendmico

O DNA genbmico foi extraido de leucécitos totais de sangue periférico,
utilizando 1 mL das amostras de sangue total, submetendo-o a lise celular com
900 pL do tampéao Tris-1 (Tris-HCI a 10 mM pH 8,0, KCl a 10 mM, MgCI2 a 10
mM, EDTA a 2 mM pH 8,0), contendo Triton X-100 a 2,5%, seguida de
centrifugacdo por 5 minutos a 5.000 RPM. A partir desta amostra, o DNA
gendmico foi extraido utilizando QIAAMP DNA BLOOD MINI kit,de acordo com o
protocolo do fabricante (PreAnalytix/Qiagen,Germany).

A integridade das amostras de DNA foi avaliada através de separacéo
eletroforética em gel de agarose a 1% em tampao TBE (Tris-HCIl a 90 mM, acido
bérico a 90 mM e EDTA a 2,0 mM, pH 8,0) e em cuba de eletroforese submersa
(Gibco BRL, Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD, EUA). Foram aplicados 4
ML de DNA e 1 pL de tampéao de amostra de DNA (azul de bromofenol a 0,25% e
glicerol a 30%) (Sambrook e Russel, 2001). A separagdo eletroforética foi
realizada a 100V e 60 mA, por 30 minutos, utilizando fonte EPS 301 (Amersham-
Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia).

As bandas foram visualizadas sob luz UV, apo0s coloracdo do gel com

brometo de etideo (0,5 mg/mL), utilizando como referéncia um marcador de
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tamanho molecular de DNA de 100 pb (Sambrook e Russel, 2001). A revelagéo
do gel foi feita pelo sistema de imagem MiniBis Pro Bio-Imaging Systems
(Jerusalém, Israel). As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C.

A quantificacdo do DNA foi realizada em espectrofotometro Nanodrop ND-
100 (Nanodrop Technologies, Inc — EUA) a 260 nm, enquanto a pureza das
amostras do DNA foi determinada pela relacdo Azsonm/Azsonm (Sambrook e

Russel, 2001); posteriormente, foram diluidas na concentracéo final de 20ng/pL.

3.4.3.1 Avaliagéo dos polimorfismos MTHFR c.677C> T, RFC1 c.80G>
A e GCP2c.1561C>T

Para a determinacdo destes polimorfismos, foi utilizada a técnica de
Reagcdo em Cadeia Polimerase-Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de
Restricdo (PCR-RFLP). Os ensaios de PCR foram realizados com volume final
de 50 pL, contendo 200 yM de cada primer, 1 U de Taqg Polimerase e tampéao
10X (contendo 2mM de MgClz).Para o polimorfismo GCP2 ¢.1561C>T foram
acrescentados 2uL de solugéo de MgCl2 (25 mM).

A amplificacdo da regido de interesse foi feita em termociclador
(Eppendorf, MastercyclerGradient, Hamburgo, Alemanha). Os produtos da PCR
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampéao TBE de 0,5
X [Tris-HCI 45 mM, HBO3; 45 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0)]. A separagdo
eletroforética foi realizada durante 30 minutos, a 100V, 60 mA em cuba de
eletroforese submersa (Gibco BRL, Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD,
EUA), empregando fontes EPS 301 (Amershan-Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suécia). As bandas foram visualizadas sob luz UV, apos coloracdo do gel com

brometo de etideo (0,5mg/mL), utilizando como referéncia um marcador de
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tamanho molecular de DNA de 100 pb (Amershan-Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suécia) (Sambrook e Russel, 2001).

Como controle de qualidade, a leitura dos gendtipos de cada
polimorfismo foi realizada por dois observadores diferentes. Dez por cento das
amostras foram repetidas e dez amostras de cada polimorfismo foram

confirmadas por sequenciamento de DNA.

3.4.3.2 Polimorfismo MTHFR ¢.677C>T

A genotipagem foi feita utilizando iniciadores de reacdo propostos por
Frosst, Blom et al.(1995).

As condic¢des para a PCR foram: 35 ciclos de desnaturacao inicial a 96°C,
por 3 minutos, desnaturacdo a 95°C, por um minuto, hibridizacdo a 65°C,
durante um minuto, extensédo a 72°C, por um minuto, e extenséo final a 72°C,
por 7 minutos. O tamanho do fragmento gerado foi de 198 pb, submerso em
tampao TBE 0,5X (Tris-EDTA-Borato).

O amplicon foi digerido pela enzima Hinf | e incubado a 37°C, por 3 horas.
A identificacao foi feita em gel de agarose a 2% em tampé&o TBE de 0,5 X (Tris-
HCl a 45mM, HBO3z45 mM, EDTA a 1 mM pH 8,0), por 30 minutos, a 100V,
60mA, utilizando como referéncia um marcador de tamanho molecular de DNA
de 50 pb (Amershan-Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). O gendétipo ancestral
CC apresentou um unico fragmento de 198 pb; o heterozigoto CT apresentou
fragmentos com 198pb, 176pb e 22 pb e o gendtipo homozigoto mutado TT

apresentou os fragmentos com 176pb e 22pb (Figura 3).
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Figura 3. Eletroforese, em gel de agarose a 2%, dos produtos da PCR digeridos
pela enzima de restricdo Hinf | para o polimorfismo MTHFR c. 677C>T apos
coloracdo com brometo de etideo

Gendtipos: 1= CT; 2=TT,; 3= CC; 4= CT,; 5= CC; 6= CC; 7=CC; 8= marcador de
tamanho de DNA de 50 pares de base

3.4.3.3 Polimorfismo RFC1 c.80G>A

Para deteccdo dos gendtipos, foram utilizados iniciadores propostos por
(Fodinger, Dierkes et al., 2003).

As condicdes para a PCR foram: 32 ou 38 ciclos de desnaturacéo inicial a
96°C, por 3 minutos, desnaturacdo a 95°C, por um minuto, hibridizacéo a 55,1°C,
durante um minuto, extensdo a 72°C, por um minuto, e extensao final a 72°C,
por 10 minutos. O amplicon de 230 pb foi digerido pela enzima Hha | e incubado
a 37°C, por 3 horas. A identificacéo foi feita em gel de poliacrilamida a 8% em
tampéo TBE de 1 X (Tris-HCIl a 45 mM, HBO345 mM, EDTA a 1 mMpH 8,0), por
4 horas, a 120V, 15mA, utilizando como referéncia um marcador de tamanho
molecular de DNA de 50 pb (Amershan-Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). O
gendtipo ancestral AA apresentou fragmentos de 162 pb e 68 pb; o gendtipo

heterozigoto AG apresentou fragmentos com 162 pb, 125pb, 68pb e 37pb e o
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genotipo homozigoto mutado GG apresentou os fragmentos com 125pb, 68pb e

37 pb (Figura 4).

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 4. Eletroforese, em gel de poliacrilamida a 8%, dos produtos da PCR
digeridos pela enzima de restricdo Hhal para o polimorfismo RFC1 c.80G>A
Gendtipos: 1= AG; 2= AG; 3= AG; 4= AG; 5= AG; 6= AG; 7= marcador de
tamanho de DNA de 50 pares de base; 8= AG ; 9= AA; 10= AG; 11= AG; 12=
AG; 13= GG; 14= AG; 15= AG; 16= AG; 17= GG; 18= GG; 19= AA; 20= AA

3.4.3.4 Polimorfismo GCP2 ¢.1561C>T

Para a deteccédo dos genotipos, foram utilizados iniciadores propostos por
(Devlin, Ling et al., 2000).

As condic¢des para a PCR foram: 36 ciclos de desnaturacao inicial a 96°C,
por 3 minutos, desnaturacdo a 95°C, por um minuto, hibridizacdo a 60° C,
durante um minuto, extensédo a 72°C, por um minuto, e extenséo final a 72°C,
por 7 minutos. O amplicon gerado(244 pb) foi digerido pela enzima Accl e

incubado a 37°C por 4 horas. A identificagcéo foi feita em gel de agarosea 2% em
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tampéo TBE de 0,5 X (Tris-HCI a 45mM, HBO345 mM, EDTA a 1 mM pH 8,0),
por 30 minutos, a 100V, 60mA). O gendtipo selvagem CC apresentou um Unico
fragmento de 244 pb; o heterozigoto CT apresentou fragmentos com 103pb,
141pb e 244 pb e o gendtipo homozigoto mutado TT apresentou os fragmentos

com 103pb e 141pb (Figura 5).

Figura 5. Eletroforese, em gel de agarose a 2%, dos produtos da PCR digeridos
pela enzima de restricdo Accl para o polimorfismo GCP2 c.1561C>T ap0s
coloragdo com brometo de etideo

Gendtipos: 1= TT; 2= CT; 3= CT; 4= CT; 5= CC; 6= marcador de tamanho de
DNA de 50 pares de base; 7=CC; 8=CC

3.4.3.5 Andlise dos polimorfismos MTHFR ¢.1298A>CeMTHFD1
c.1598G>A

A genotipagem dos polimorfismos MTHFR ¢.1298A>C eMTHFD1
€.1598G>A foi feita pela técnica de PCR em tempo real, utilizando ensaios
especificos da Applied Biosystem (Applied Biosystems, Foster City, USA). A
descricdo dos polimorfismos e o numero dos ensaios utilizados estdo

demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Descricdo dos polimorfismos estudados. Genotipagem
feita pela técnica de PCR em tempo real (MTHFR ¢.1298A>C e
MTHFD1 c.198G>A)

Identificag&o Polimorfismo  Referéncia N°do ensaio

do gene do SNP
4522 MTHFD1 rs2236225 C_1376137_10
c.1958G>A
4524 MTHFR ¢.1298A>C Rs1801131 C_850486_20

Como controle de qualidade de cada polimorfismo, duas amostras de
cada gendtipo (homozigoto ancestral, heterozigoto e homozigoto mutado) foram
sequenciadas no Servico de Sequenciamento do Centro de Estudos do Genoma

Humano do Instituto de Biociéncias da USP.

3.5 Anélise estatistica

Para a andlise estatistica, foi utilizado o programa SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences),versédo 19.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA).

Foram utilizadas variaveis continuas expressas em média (+ desvio
padrao), apresentadas em frequéncia absoluta e relativa (entre parénteses).

O teste t de Student ou teste Exato de Fisher foi utilizado para comparar
as médias, enquanto a comparacao das frequéncias foi feita através dos testes
Qui-quadrado ou Likelihood ratio.

As médias das concentragcdes de cobalamina, folato sérico e tHcy foram
comparadas pela andlise de variancia unidirecional (ANOVA). Quando este teste
foi significativo, realizou-se o teste post hoc de Tukey.

A razao de risco foi analisada por regressao logistica univariada para os

genotipos dos polimorfismos estudados.
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O risco de aborto foi analisado por regressao logistica multivariada,
utilizando-se dois modelos: 1- a variavel dependente é ter aborto primario; 2- a
variavel foi aborto secundario. As varidveis independentes incluidas nos dois
modelos foram: idade, fumo, uso de contraceptivos orais, frequéncia de uso de
bebidas alcodlicas, IMC; concentracbes de folato sérico (nmol/L), de Cbl
(pmol/L), de tHcy (umol/L) e de hormdnio T4; genoétipos para o polimorfismo
MTHFR ¢.677C>T (CC vs CT +TT), presenca de FAN reagente (titulo 1:160),
genatipos para o polimorfismo MTHFR ¢.1298A>C (AA vs AC + CC), gendtipos
para o polimorfismo MTHFD1 c.1958G>A (GG vs GA + AA), gendtipos para o
polimorfismo RFC1 ¢.80G>A (GG vs GA + AA) e gendtipos para o polimorfismo
GCP2 ¢.1561C>T (CC vs CT + TT).

O nivel de significancia adotado foi de 5% ou P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais

Foram incluidas 257 mulheres no grupo estudo, sendo que 117 tiveram
abortos primarios e 139 abortos secundarios.

Foram também incluidas 264 mulheres no grupo controle.

Os dados socio demograficos (idade, IMC, uso de: contraceptivos orais,
bebidas alcoodlicas e fumo) e as frequéncias de mulheres, segundo o periodo em
gue ocorreram as perdas, estao descritos na Tabela 1.

Houve diferenca significativa entre as idades das mulheres AER primario
e secundario. As idades das mulheres do grupo controle foram semelhantes as
idades das mulheres dos AER priméario e secundario. Ndo houve diferenca
significativa quanto ao IMC, ao uso de contraceptivo oral e ao tabagismo nos
trés grupos.

Quanto ao uso de bebidas alcodlicas, as mulheres AER priméario
apresentaram maior consumo do que as mulheres do grupo controle.

As mulheres do AER primario e secundario foram semelhantes quanto ao
namero de perdas fetais consecutivas e ao periodo em que ocorreram as perdas

(Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas das mulheres dos grupos estudo (abortos primario e secundario)
e controle, quanto a: idade, IMC, uso de contraceptivo oral, tabagista e uso de bebidas
alcodlicas, numero consecutivos de perdas e periodo das perdas

AER primario AER secundéario Controle

N= 117 N= 139 N= 264 P valor

Idade (anos completos) 32,3(31,1-33,4)* 34,2(33,2-352)" 33,4(32,7-341)*" 0,028

Grupos segundo o intervalo de idade (%)

18 — 20 anos 1(0,9) 0 (0) 0 (0) 0,306
20 — 24 anos 10 (8,5) 6 (4,3) 17 (6,4)

25 — 29 anos 27 (23,1) 25 (18,0) 38 (14,4)

30 — 34 anos 38 (32,5) 39 (28,1) 93 (35,2)

35— 39 anos 25 (21,4) 43 (30,9) 67 (25,4)

40 - 45 anos 16 (13,7) 26 (18,7) 46 (17,4)

Grupos segundo o IMC (%)

IMC <19 4 (3,4 5 (3,6) 13 (4,9) 0,687
IMC 19,0 a 24,9 58 (50,0) 59 (42,8) 132 (50,0)

IMC 25,0 a 30,9 41 (35,3) 52 (37,7) 94 (35,6)

IMC 31,0 a 36,9 9 (7,8) 17 (12,3) 20 (7,6)

IMC 2 37,0 4(3,4) 5 (3,6) 5(1,9)

Uso de Contraceptivo oral (%)

Sim 33 (28,0) 37 (26,6) 79(29,9) 0,777**=
Tabagista”

Sim 18 (15,4) 31 (22,3) 40 (15,2) 0.183***

Numero de cigarros

Uso de bebidas alcodlicas(%)

11,0 (6,1 - 15,9)

10,7 (7,5 — 14,0)

10,0 (7,9 -121) 0,886***

Sim 55(47,0) 58 (41,7) 95 (36,0) 0,043**
Frequéncia do uso de alcool

Menos que uma vez na semana 31 (56,4) 37 (63,8) 42 (44,2)

Uma ou duas vezes na semana 19 (34,5) 18 (31,0) 51 (53,7)

Trés ou quatro vezes na semana 3(5,5) 1(1,7) 1(1,2)

Cinco ou seis vezes na semana 1(1,8) 2(3,4) 1(1,2)

Diariamente 1(1,8) 0 0
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(continuagdo tabela 3)

NUmeros consecutivos de perdas(%)

3 64 (54,7) 73 (52,5) 0,429%
4 22 (18,8) 38 (27.3)

5 19 (16,2) 18 (12,9)

6 5(4,2) 3(2,2)

7 3(2,6) 3(2,2)

8 2(1,7) 1(0,7)

9 1(0,9) 1(0,7)

10 0 2(1,4)

13 1(0,9) 0

Periodo das Perdas”

Precoce (<13 semanas) 79 (67,5) 80 (57,6) 0,101
Tardio (213 semanas) 38 (32,5) 59 (42,4)

IMC: indice de massa corpérea. N: nimero de amostras.

As variaveis continuas foram expressas em média (IC 95%), teste t Student.

Os dados das variaveis categéricas foram apresentados como nimero de participantes (porcentagem). * Teste Exato de Fisher,
** | ikelihoodRatio. ***Qui-quadrado

Letras diferentes significam que as médias sdo diferentes entre as combinagGes de genoétipos

Comparagéo entre:

Fumo: Grupo de aborto primario e grupo controle P=0,824; Grupo de aborto secundario e grupo controle P= 0,052

Uso e contraceptivo: Grupo de aborto primario e grupo controle P=0,698; Grupo de aborto secundario e grupo controle P= 0,486
As variaveis: nimero de abortos consecutivos e periodo das perdas foram comparadas do AER primario e secundario.

AER primario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.

AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.
Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestagdes sem histérico de aborto espontaneo.

4.2 Dosagens bioquimicas, vitaminicas e tireoidianas
Houve maior frequéncia de mulheres que estavam fazendo uso de acido

félico no momento da coleta do sangue no AER primario (8,5%) e secundario

(6,5%), quando comparadas as mulheres do grupo controle (0,4%) (Tabela 4).



54

Tabela 4. Uso de &cido folico pelas mulheres do AER primario, secundario e
grupo controle

Uso Acido Félico AER primario AER secundario Controle P valor
N3o tomou 26 (22,2) 21 (15,2) 115 (43,6) <0,001*
Usa atualmente 10 (8,5) 9 (6,5) 1(0,4)

Durante a gestagéo 72 (61,6) 108 (78,3) 147(55,6)

Sem estar gravida 9(7,7) 0 (0) 0 (0)

TOTAL 117 (100,0) 138 (100,0) 264 (100,0)

Os dados correspondem ao numero de mulheres (porcentagem) *Qui-quadrado.

AER primario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.

AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.
Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestacdes sem historico de aborto espontaneo.

As concentragdes de folato sérico, cobalamina, creatinina sérica, glicemia,
T3e T4 foram diferentes entre os trés grupos.

As mulheres do AER primério apresentaram maior concentracdo de acido
félico do que as mulheres do AER secundario e estas, por sua vez,
apresentaram maiores concentracfes desta vitamina do que as mulheres do
grupo controle (Tabela 5 e Figura 7).

As concentracfes de cobalamina sérica das mulheres do AER primario e
secundario foram maiores do que a concentracdo do grupo controle (Tabela 5 e
Figura 6).

As concentracdes de creatinina foram diferentes entre o AER primario e o
grupo controle, enquanto que as concentracdes de creatinina das mulheres do
AER secundario foram semelhantes as mulheres AER primario e grupo controle.

As mulheres do AER primario apresentaram maiores concentracoes de T4
guando comparada as mulheres do AER secundario e grupo controle.

As mulheres do AER secundéario apresentaram menores concentracdes
de glicemia e de T3, quando comparadas as mulheres do AER primario e grupo

controle.
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N&o houve diferenca significativa nas concentragdes de tHcy entre os trés
grupos (Tabela 5 e Figura 8).
As concentragOes de AST, ALT e TSH foram semelhantes nos trés grupos

(Tabela 5).

Tabela 5. Dados bioquimicos das mulheres do AER primario, secundario e grupo controle

AER primario AER secundario Controle P valor
Folato sérico (nmol/L) 52,0 (40,6 — 63,3)° 38,1 (35,0 — 41,2)° 31,8 (30,3 -33,4)° < 0,001*
Cobalamina sérica (pmol/L) 456 (424 — 488)% 441 (406—- 475)% 394 (372 — 415)° 0,003*
Homocisteina total (umol/L) 9,2 (8,9-9,6) 10,3 (9,1 -11,6) 9,8 (9,3-10,3) 0,240*
AST (UIL) 25,9 (24,8 —27,0) 25,9 (24,8 — 27,0) 25,0 (24,3 — 25,8) 0,077*
ALT (U/L) 25,4 (23,8 — 27,0) 27,8 (25,6 —30,0) 28,2(26,8-30,0)  0,307*
Creatinina (mg/dL ) 0,7 (0,7 -0,8) 0,7 (0,7 -0,8)*° 0,7 (0,7-0,7)° 0,044*
Glicemia em jejum (mg/dL) 89 (84 — 94)° 84 (82 — 87)° 85 (84 - 86)° 0,049*
TSH (mU/L) 2,7(1,6-3,7) 1,9 (1,7-2,1) 2,3(2,1-2,5) 0,201*
T3 (ng/mL) 1,4 (1,3-1,4) 1,2(1,2-1,3)° 1,3(1,3-1,3)? 0,001*
T4 (nmol/L) 102,9 (98,1 — 107,7)*> 96,1 (91,8 —100,4)° 956 (93,1 —98,0°  0,015*

Os valores correspondem as médias e os desvios padréo (entre parénteses). * Testes t Student.

Letras diferentes significam que as médias sao diferentes

AER priméario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.

AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.

Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestacdes sem historico de aborto espontéaneo.

AST: Aspartato amino transferase; ALT: Alanina amino transferase: TSH: hormdnio estimulante da tiredide; T3: tiiodotironina;
T4:tiroxina.

Trés mulheres do grupo controle apresentaram concentragdes de cobalamina acima de 2.000 pmol/L, sendo excluidas da andlise.



56

20001

P=0,003

18004

1600

1400

1200

1000+

9004

800

7004

600

5004

Concentracgéo de cobalamina (pmol/L)

4004

3004

2004

1004

Aaagt
A

AER primario(N=117) AER secundario (N=139) Controle (N=264)

Figura 6. Distribuicdo da concentragédo de cobalamina nos trés grupos
estudados.

AER primario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.
AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um
feto viavel.

Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gesta¢des sem histérico de aborto espontéaneo.

Trés mulheres do grupo controle apresentaram concentragdes de cobalamina acima de 2.000 pmol/L,
sendo excluidas da andlise
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Figura 7. Distribuicdo da concentracéo de folato sérico nos trés grupos
estudados.

AER primario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.
AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos esponténeos recorrentes com pelo menos um
feto viavel.

Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gesta¢cfes sem histérico de aborto espontaneo.
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Figura 8. Distribuicdo dos valores de homocisteina total nos trés grupos

estudados

AER primario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.
AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um
feto viavel.

Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gesta¢des sem histérico de aborto espontéaneo.



58

4.3 Analise da frequéncia de polimorfismos genéticos
A frequéncia dos genotipos, alelos e haplétipos, para os polimorfismos

MTHFR ¢.677C>T e ¢.1298A>C, foi semelhante nos trés grupos (Tabela 6).

Tabela 6.Frequéncia dos genotipos,alelos e haplétipos para os polimorfismos MTHFR
c.677C>T, c.1298A>C do AER primério, secundario e grupo controle

Genétipos dos AER priméario AER secundéario Controle P valor
polimorfismos N=117 N= 139 N= 264

MTHFR c. 677C>T

cc 60 (51,3) 70 (50.4) 127 (48,1) 0,454*
CT 45 (38,5) 62 (44.6) 111 (42,0)

TT 12 (10,2) 7 (5.0) 26 (9,9)

Frequéncia alélica

Alelo C 60,5 % 2.7 % 69,1 % 0,579*
Alelo T 29,5 % 27.3 % 30,9 %

HWE p> 0,05 P >0.05 p> 0,05

MTHFR c. 1298A>C

AA 69 (59,0) 79 (56.8) 152(57,6) 0,906 *
AC 41 (35,0) 50 (36.0) 99(37,5)

cC 7 (6,0) 10 (7.2) 13 (4,9)

Frequéncia alélica

Alelo A 76,5 % 74.8 % 76,3 % 0,872*
Alelo C 235% 252 % 23,7 %

HWE P>0,05 P >0.05 p>0,05

Haplétipos para MTHFR
(677C>T e 1298 A>C)

CCIAA 24 (20,5) 36 (25,9) 54 (20,5) 0,362**
CCIAC 29 (24,8) 24 (17,3) 60 (22,7)

ccicc 7 (6,0) 10 (7,2) 12 (4,9)

CT/AA 33 (28,2) 36 (25,9) 75 (28,4)

CT/IAC 12 (10,3) 26 (18,7) 36 (13,6)

TTIAA 12 (10,3) 7 (5,0) 24(9,1)

TTIAC 0 (0) 0 (0) 2 (0,8)

Os dados apresentados correspondem ao numero absoluto de mulheres e entre os parénteses a porcentagem relativa.
*Qui-Quadrado, ** Likelihoodratio, HWE: Equilibrio Hardy Weinberg

AER primario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.

AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.
Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestagdes sem histérico de aborto espontaneo.
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Considerando que outros fatores foram associados ao aborto recorrente
(polimorfismos no gene da protrombina (F2 c. 20210G>A) e ao Fator V de
Leiden (F5 c. 1691G>A), alteracdo nos caridtipos das mulheres, anomalias
uterinas, hipotireoidismo e doencas autoimunes), decidimos excluir as mulheres
gue apresentavam estas causas. Os resultados obtidos foram 0s mesmos
observados anteriormente, ndo havendo diferenca nas frequéncias de genatipos,
alelos e haplotipos entre os grupos para os polimorfismos MTHFR ¢.677C>T,

c.1298A>C (Tabela 7).

Tabela 7.Frequéncia dos gendtipos,alelos e haplétipos para os polimorfismos
MTHFR ¢.677C>T, ¢.1298A>C do AER primario, secundario e grupo controle,
apos excluir causas conhecidas de abortos

Genotipos dos AER primario AER secundario Controle P valor
polimorfismos N=70 N=78 N = 227

MTHFR c. 677C>T

cC 34 (48,6) 41 (48,6) 108 (47,6) 0,709*
CT 30 (42,8) 33(42,3) 96 (42,3)

T 6 (8,6) 4(5,1) 23(10,1)

Frequéncia alélica

Alelo C 70,0 % 73,7 % 68,7 % 0,502*
Alelo T 30,0 % 26,3 % 31,3%

HWE p> 0,05 p>0,05 p> 0,05

MTHFR c. 1298A>C

AA 37 (52,9) 44 (56,4) 134(59,0) 0,784*
AC 27 (38,6) 30 (38,5) 82(36,1)

CcC 6 (8,6) 4(5,1) 11 (4,8)

Frequéncia alélica

Alelo A 72,1 % 75,6 % 77,1 % 0,487*
Alelo C 27,9 % 24,4 % 22,9 %

HWE P>0,05 P> 0,05 p>0,05
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Continuacéo tabela 7

Haplo6tipos para MTHFR
(677C>T e 1298 A>C)

CCIAA 10 (14,3) 21 (26,9) 49 (21,6) 0,668*
CCIAC 18 (25,7) 16 (20,5) 48 (21,1)

cci/cc 6 (8,6) 4(5,1) 11 (4,8)

CT/AA 21 (30,0) 19 (24,4) 65 (28,6)

CT/IAC 9 (12,9) 14 (17,9) 31 (13,7)

TT/AA 6 (8,6) 4(5,1) 21(9,3)

TTIAC 0 (0) 0 (0) 2 (0,9)

Os dados apresentados correspondem ao nimero absoluto de mulheres e entre os parénteses a porcentagem relativa.
*Qui-Quadrado, HWE: Equilibrio Hardy Weinberg

AER primario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.

AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.
Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestagdes sem historico de aborto espontaneo.

Os polimorfismos MTHFR ¢.677C>T e ¢.1298A>C nao foram associados
ao maior risco de se ter aborto priméario (Modelo 1) ou secundario (Modelo 2)

(Tabela 8).

Tabela 8. Regressdo logistica univariada para varidvel dependente ter aborto primario
(Modelo 1) ou aborto secundario (Modelo 2)

Modelo 1 Modelo 2
Genétipos OR (IC 95%) P valor OR (IC 95%) P valor
CCversus CT+TT 0,94 (0.67 — 1.31) 0,706 0,84 (0,60 —-1,17) 0,290
MTHFR 677C>T
AA versus AC + CC 0,99 (0,69 — 1,43) 0,959 1,09 (0,77 — 1,52) 0,634

MTHFR 1298A>C

Modelo 1: mulheres de aborto primario e mulheres do grupo controle.
Modelo 2: mulheres de aborto secundério e mulheres do grupo controle.
OR: Odds ratio (IC 95%)

A frequéncia dos genotipos, alelos e haplotipos para os polimorfismos
RFC1 ¢.80G>A, GCP2 c.1561C>T e MTHFD1 c.1958G>A foi semelhante nos

trés grupos (Tabela 9).
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Tabela 9. Frequéncia dos gendtipos e alelos para os polimorfismos RFC1
€.80G>A, GCP2 ¢.1561C>T e MTHFD1 ¢.1958G>A do AER primario, secundario

e grupo controle

Gendtipos dos polimorfismos AER priméario  AER secundario Controle P valor
N=117 N=139 N= 264

RFC1 c. 80G>A

GG 30 (25,6) 42 (30,2) 57 (21,6) 0,213*

GA 59 (50,5) 68 (48,9) 153 (58,0)

AA 28 (23,9) 29 (20,9) 54 (20,4)

Frequéncia alélica

Alelo G 50,9 % 54,7 % 50,6 % 0,516*

Alelo A 49,1 % 45,3 % 49,4 %

HWE P> 0,05 P> 0,05 P<0,05

GCP2 c.1561C>T

cC 109 (93,2) 127 (91,4) 250 (94,7) 0,302*

CT 8 (6,8) 10 (7,2) 14 (5,3)

TT 0 (0) 2(14 0 (0)

Frequéncia alélica

Alelo C 96,6 % 95,0 % 97,3 % 0,212*

Alelo T 34% 5,0 % 2,7%

HWE p> 0,05 P> 0,05 p> 0,05

MTHFD1 c.1958G>A

GG 50 (42,7) 46 (33,1) 88 (33,3) 0,217*

GA 50 (42,7) 77 (55,4) 133 (50,4)

AA 17 (14,6) 16 (11,5) 43 (16,3)

Frequéncia alélica

Alelo G 64,1 % 60,8 % 58,5 % 0.344*

Alelo A 35,9 % 39,2 % 41,5 %

HWE p> 0,05 P> 0,05 p> 0,05

Os dados apresentados correspondem ao numero absoluto de mulheres e entre os parénteses a porcentagem relativa.

*Qui-Quadrado, HWE: Equilibrio Hardy Weinberg

AER primario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.
AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.

Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestagdes sem historico de aborto espontaneo.
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N&o houve diferenca entre as frequéncias de gendtipos e alelos nos trés

grupos estudados (Tabela 10).

Os polimorfismos RFC1 ¢.80G>A, GCP2 ¢.1561C>T e MTHFD1

€.1958G>A nédo foram associados ao risco de se ter AER, mesmo apols a

exclusdo das outras causas (polimorfismos no gene da protrombina (F2 c.

20210G>A) e do Fator V de Leiden (F5 c. 1691G>A), alteracdo nos cariétipos

das mulheres, anomalias uterinas, hipotireoidismo e doengas autoimunes),

Tabela 10.

Tabela 10. Frequéncia dos gendtipos e alelos para os polimorfismos RFC1 c.80G>A,
GCP2 ¢.1561C>T e MTHFD1 ¢.1958G>A do AER primario, secundario e grupo
controle, apos excluir causas conhecidas de abortos

AER secundario

Controle

Genotipos dos AER primario P valor
polimorfismos N=70 N=78 N = 227

RFC1 c. 80G>A

GG 15 (21,4) 23 (29,5) 43 (18,9) 0,213*
GA 36 (51,4) 38 (48,7) 138 (60,8)

AA 19 (27,1) 17 (21,8) 46 (20,3)

Frequéncia alélica

Alelo G 47,0 % 53,8 % 49,3 % 0,483*
Alelo A 52,9 % 46,2 % 50,7 %

HWE P> 0,05 P> 0,05 P<0,05

GCP2 c.1561C>T

ccC 66 (94,3) 70 (89,7) 216 (95,2) 0,302*
CT 4(5,7) 7 (9,0) 11 (4,8)

TT 0 (0) 1(1,3) 0 (0)

Frequéncia alélica

Alelo C 97,1 % 94,2 % 97,6 % 0,119*
Alelo T 29% 5,8 % 2,4 %

HWE p> 0,05 p> 0,05 p> 0,05
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Continuacao tabela 10
MTHFD1 c.1958G>A

GG 33 (47,1) 27 (34,6) 79 (34,8) 0,217*
GA 24 (34,3) 46 (59,0) 109 (48,0)

AA 13 (18,6) 5 (6,4) 39 (17,2)

Frequéncia alélica

Alelo G 64,3 % 64,1 % 58,8 % 0,337*
Alelo A 35,7 % 35,9 % 41,2 %

HWE p> 0,05 p> 0,05 p> 0,05

Os dados apresentados correspondem ao nimero absoluto de mulheres e entre os parénteses a porcentagem relativa.
*Qui-Quadrado, HWE: Equilibrio Hardy Weinberg

AER primario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.

AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.
Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestagdes sem histérico de aborto espontaneo.

Apbs realizar a comparacao entre as frequéncias genotipicas e alélicas
dos polimorfismos nos genes estudados (MTHFR, GCP2, RFC1 e MTHFD1),
tanto com o conjunto de mulheres que tém causas conhecidas quanto com o
conjunto de mulheres sem causas conhecidas de aborto (Tabelas 7 e 10),
decidiu-se manter todas as mulheres nas andlises seguintes, pois ndo houve
diferenca significativa nesta comparacao.

Tabela 11. Regressdo logistica univariada para variavel dependente ter aborto primario
(Modelo 1) ou ter aborto secundario (Modelo 2)

Modelo 1 Modelo 2
Genétipo OR (IC 95%) P valor OR (IC 95%) P valor
GG versus GA + AA 0,99 (0,71 -1,37) 0,938 0,83 (0,61 —-1,13) 0,243
RFC1 ¢c.80A>G
CCversus CT+TT 0,76 (0,31 — 1,88) 0,555 — —
GCP2 c.1561C>T
GG versus GA + AA 0,79 (0,57 — 1,09) 0,147 0,90 (0,66 — 1,23) 0,516

MTHFD1 c.1958G>A

Modelo 1: mulheres de aborto priméario e mulheres do grupo controle.
Modelo 2: mulheres de aborto secundério e mulheres do grupo controle.- Ndo houve mulheres com genétipo TT.
OR: Odds ratio (IC 95%)

Nas tabelas 12, 13, 14 e 15 estdo apresentadas as frequéncias de

mulheres segundo a combinag&o de gendtipos para os polimorfismos estudados.
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Tabela 12. Frequéncia de combinacéo de gendtipos para os polimorfismos MTHFR ¢.677C>T, MTHFR ¢.1298A>C, MTHFD1

€.1958G>A, GCP2 c.1561 C>T e RFC1 ¢.80G>A do AER primério, secundario e grupo controle

AER primario AER secundario Controle

MTHFR c.677C>T MTHFR c.677C>T MTHFR c.677C>T
MTHFR c.1298A>C cc CT T cc CT TT CC CT TT
AA 24 (40,0) 33(73,3) 12 (100,0) 36 (51,4) 36 (58,1) 7 (100,0) 53 (41,7) 75 (67,6) 24 (92,3)
AC 29 (48,3) 12 (26,7) 0 (0) 24 (34,3) 26 (41,9) 0 (0) 61 (48,00  36(32,4) 2(7.7)
cc 7(11,7) 0 (0) 0 (0) 10 (14,3) 0 (0) 0 (0) 13 (10,2) 0 (0) 0(0)
P valor <0,001* <0,001* <0,001*
MTHFD1 c.1958G>A
GG 28 (46,7) 17 (37,8) 5 (41,7) 25 (35,7) 19 (30,6) 2 (28,6) 42 (33,1) 34 (30,6) 12 (46,2)
GA 26 (43,3) 17 (37,8) 7 (58,3) 36 (51,4) 36 (58,1) 5(71,4) 61 (48,0) 60 (54,1) 12 (46,2)
AA 6 (10,0) 11 (24,4) 0 (0) 9 (12,9) 7(11,3) 0 (0) 24 (18,9) 17 (15,3) 2(7,7)
P valor 0,080* 0,626* 0,411*
GCP2 c.1561 C>T
cc 55 (91,7) 42 (93,3) 12 (100,0) 64 (91,4) 57 (91,9) 6 (85,7) 120 (94,5) 104 (93,7) 26 (100,0)
CT 5(8,3) 3(6,7) 0 (0) 5(7,1) 4 (6,5) 1(14,3) 7 (5,5) 7 (6,3) 0 (0)
T 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(1,4) 1(1,6) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0)
P valor 0,387* 0,955* 0,217*
RFC1 c.80G>A
GG 12 (20,0) 15 (33,3) 3(25,0) 29 (41,4) 11 (17,7) 2 (28,6) 26 (20,5) 28 (25,2) 3(11,5)
GA 30 (50,0) 22 (48,9) 7 (58,3) 29 (41,4) 35 (56,5) 4 (57,1) 74 (58,3) 62 (55,9) 17 (65,4)
AA 18 (30,0) 8 (17,8) 2 (16,7) 12 (17,1) 16 (25,8) 1(14,3) 27 (21,3) 21 (18,9) 6 (23,1)
P valor 0,426* 0,053* 0,598*

Os dados sé@o médias e desvio padréo (IC 95%).

Frequéncia absoluta e relativa entre parénteses. *Likelihood Ratio **Qui-quadrado

AER priméario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.

AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.
Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestacdes sem historico de aborto espontaneo.
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Tabela 13. Frequéncia de combinacgéo de genotipos para os polimorfismos RFC1 ¢.80G>A, MTHFR ¢.1298A>C, MTHFD1
€.1958G>A, GCP2 c.1561 C>T e do AER primario, secundario e grupo controle

AER primario AER secundario Controle

RFC1 c.80G>A RFC1 c.80G>A RFC1 c.80G>A
MTHFR c.1298A>C GG GA AA GG GA AA GG GA AA
AA 16 (53,3) 40 (67,8) 13 (46,4) 19 (45,2) 37 (54,4) 23 (79,3) 32 (56,1) 95 (62,1) 25 (46,3)
AC 11 (36,7) 17 (28,8) 13 (46,4) 17 (40,5) 27 (39,7) 6 (20,7) 22(38,6) 52 (34,0) 25 (46,3)
cc 3(10,0) 23,4 2(7,1) 6 (14,3) 4 (5,9) 0 (0) 3(5,3) 6 (3,9) 4(7,4)
P valor 0,299* 0,012* 0,362*
MTHFD1 c.1958G>A
GG 8 (26,7) 27 (45,8) 15 (53,6) 13 (31,0) 27 (39,7) 6 (20,7) 15 (26,3) 54 (35,3) 19 (35,2)
GA 17 (56,7) 24 (40,7) 9(32,1) 25 (59,5) 33 (48,5) 19 (65,5) 33(57,9) 74 (48,4) 26 (48,1)
AA 5 (16,7) 8 (13,6) 4(14,3) 4(9,5) 8 (11,8) 4 (13,8) 9 (15,8) 25 (16,3) 9 (16,7)
P valor 0,287** 0,430** 0,754**
GCP2 c.1561 C>T
cc 28 (93,3) 55 (93,2) 26 (92,9) 39 (92,9) 62 (91,2) 26 (89,7) 55 (96,5) 143 (93,5) 52 (96,3)
CT 2(6,7) 4 (6,8) 2(7,1) 3(7,1) 4(5,9) 3(10,3) 2(3,5) 10 (6,5) 23,7
T 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2(2,9) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
P valor 0,997* 0,492* 0,562*

Os dados sdo médias e desvio padréo (IC 95%).

Frequéncia absoluta e relativa entre parénteses. *Likelihood Ratio **Qui-quadrado

AER primario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.

AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.
Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestagdes sem histérico de aborto espontaneo.
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Tabela 14. Frequéncia de combinacgéo de genotipos para os polimorfismos GCP2 ¢.1561 C>T, MTHFR ¢.1298A>C e MTHFD1 ¢.1958G>A
do AER primério, secundario e grupo controle

AER primaério AER secundéario Controle

GCP2 c.1561 C>T GCP2 c.1561 C>T GCP2 c.1561 C>T
MTHFR c.1298A>C CcC CT TT CcC CT TT CcC CT TT
AA 64 (58,7) 5 (62,5) 0 (0) 72 (56,7) 7 (70,0) 0 (0) 141 (56,4) 11 (78,6) 0 (0)
AC 38 (34,9) 3(37,5) 0 (0) 45 (35,4) 3(30,0) 2 (100,0) 96 (38,4) 3(21,4) 0 (0)
cC 7 (6,4) 0 (0) 0 (0) 10 (7,9) 0 (0) 0 (0) 13 (5,2) 0 (0) 0 (0)
P valor 0,599* 0,199* 0,162*
MTHFD1 c.1958G>A
GG 46 (42,2) 4 (50,0) 0 (0) 43 (33,9) 3(30,0) 0 (0) 86 (34,4) 2(14,3) 0 (0)
GA 48 (44,0) 2 (25,0) 0 (0) 71 (55,9) 5 (50,0) 1 (50,0) 123 (49,2) 10 (71,4) 0 (0)
AA 15 (13,8) 2 (25,0 0 (0) 13 (10,2) 2 (20,0) 1 (50,0) 41 (16,4) 2(14,3) 0 (0)
P valor 0,502* 0,471* 0,199*

Os dados sdo médias e desvio padréo (IC 95%).

Frequéncia absoluta e relativa entre parénteses. *Likelihood Ratio **Qui-quadrado

AER priméario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.
AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.
Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestagdes sem historico de aborto espontaneo.



Tabela 15. Frequéncia de combinacgéo de gendtipos para os polimorfismos MTHFR ¢.1298A>C e MTHFD1 ¢.1958G>A do AER

primério, secundario e grupo controle
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Aborto Priméario N = 117
MTHFR c.1298A>C

Aborto Secundario N =139
MTHFR c¢.1298A>C

Controle n= 264
MTHFR c.1298A>C

MTHFD1 c.1958G>A AA AC cC AA AC cc AA AC cc
GG 27 (39,1) 21 (51,2) 2 (28,6) 24 (30,4) 20 (40,0) 2 (20,0) 55 (36,2) 29 (29,3) 4(30,8)
GA 29 (42,0) 17 (41,5) 4(57,1) 46 (58,2) 24 (48,0) 7 (70,0) 82 (53,9) 47 (47,5) 4(30,8)
AA 13 (18,8) 3(7.,3) 1(14,3) 9 (11,4) 6 (12,0) 1 (10,0) 15 (9,9) 23 (23,2) 5 (38,5)
P valor 0,414* 0,656** 0,011**

Os dados sdo médias e desvio padréo (IC 95%).

Frequéncia absoluta e relativa entre parénteses. *Likelihood Ratio **Qui-quadrado

AER priméario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.
AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.
Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestacdes sem historico de aborto espontaneo.
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As mulheres portadoras de genoétipo TT para o polimorfismo MTHFR
C.677C>T apresentaram maiores concentragdes de tHcy, quando comparadas com
as portadoras de genétipos CC e CT nos trés grupos. No grupo controle, as
portadoras do gendtipo TT para o polimorfismo MTHFR c¢.677C>T apresentaram
maiores concentracdes de folato, quando comparado com as portadoras de
genatipos CC e CT.

As mulheres portadoras de genoétipo CT para o polimorfismo GCP2
c.1561C>T apresentaram maiores concentracfes de tHcy, quando comparadas com
as portadoras de geno6tipo CC no AER secundario.

As mulheres portadoras de genotipo GA para o polimorfismo MTHFD1
€.1958G>A apresentaram maiores concentracoes de tHcy, quando comparadas com
as portadoras do geno6tipo GG no AER primério.

N&o houve diferenca significativa entre as concentracées de cobalamina Chl,
folato sérico e tHcy, segundo os gendtipos para os polimorfismos MTHFR ¢.677C>T,

€.1298A>C, RFC1 c. 80G>A, GCP2 ¢.1561C>T e MTHFD1 c.1958G>A (Tabela 16).
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Tabela 16. Concentracdes de folato sérico, cobalamina e homocisteina total das mulheres do AER primario, secundario e grupo controle,
segundo o0s genotipos para os polimorfismos MTHFR ¢.677C>T, MTHFR ¢.1298A>C, RFC1 c. 80G>A, GCP2 ¢.1561C>T e MTHFD1

C.1958G>A
Polimorfismo AER primario AER secundario Controle
Cbl Folato sérico tHcy Cbl Folato sérico tHey Chl Folato sérico tHcy
(pmol/L) (nmol/L) (umol/L) (pmol/L) (nmol/L) (umol/L) (pmol/L) (nmol/L) (umol/L)
MTHFR c.677C>T
cc 468 (426 - 509) 61,9 (40,6 - 83,1) 8,9 (8,4-9,3)° 451 (407 -495) 40,4 (36,2 - 44,6) 9,1(8,6-9,6)° 399 (367 - 431) 32,3 (30,1 - 34,5)° 9,2 (8,8-9,6)
N= 60 N= 60 N= 60 N=70 N=70 N=70 N=127 N=127 N= 127

CT
T

ANOVA
(p valor)

MTHFR c.1298A>C
AA

AC
ccC

ANOVA
(P valor)

RFC1 c. 80G>A
GG

GA
AA

ANOVA
(P valor)

GCP2 c.1561C>T
ccC

CT
T

ANOVA
(P valor)

439 (386 492)
N= 45
463 (318 -608)
N= 12

0,705

437 (397 - 478)
N= 69

488 (429 - 548)
N= 41

456 (334 - 579)
N=7

0,337

450 (386 - 514)
N= 30
468 (422 -515)
N= 59
438 (371 -504)
N= 28

0,731

460 (427 - 492)
N=109

411 (245 - 576)
N=8

43,0 (35,7 - 50,4)
N= 45
35,9 (20,6 - 51,2)
N= 12

0,196

46,6 (34,7 - 58,6)
N= 69

62,3 (36,4 - 88,2)
N= 41

44,0 (32,1 - 55,9)
N=7

0,419

42,5 (35,4 —49,5)
N= 30

49,3 (35,5 —63,1)
N= 59

67,7 (29,4 — 105,9)
N= 28

0,273

52,6 (40,4 — 64,7)
N=109

43,6 (27,2 — 60,0)
N=8

9,3 (8,7 - 10,0)
N= 45
10,9 (9,4 - 12,4)°
N=12

0,005

9,6 (9,1 - 10,1)
N= 69

8,8 (8,2-9,4)
N= 41

8,5 (7,5 - 9,4)
N=7

0,098

9,1(8,3-10,0)
N= 30
9,2(8,7-9,7)
N= 59

9,4 (8,5 - 10,3)
N= 28

0,891

9,2 (8,8 — 9,6)
N= 109
9,3(8,3-10,4)
N=8

434 (376 -493)
N= 62

388 (239 - 538)
N=7

0,709

463 (414 - 512)
N= 79
399 (349 - 450)
N= 50
464 (329 - 600)
N= 10

0,211

414 (352 -477)
N= 42
429 (388 -470)
N= 68
506 (405 -607)
N=29

0,143

442 (405 - 478)
N= 127

444 (308 - 581)
N= 10

368 (-776 - 1512)
N= 2

0,880

37,1 (32,3 - 42,0)
N= 62
23,2 (9,4 - 37,1)

0,055

38,6 (34,3 -42,9)
N= 79
36,6 (31,8 - 41,3)
N= 50
41,5 (24,6 - 58,4)
N= 10

0,694

34,6 (29,4 — 39,8)
N=42

38,3 (34,0 -42,6)

N= 68

42,6 (34,1 -51,1)
N= 29

0,201

38,2 (34,9 - 41,4)
N= 127

32,3 (21,1- 43,4)
N= 10

60 (-266,5 — 386,5)
N=2

0,151

10,4 (8,2 - 12,6)°
N= 60
22,1 (5,7 - 38,5)°

<0,001

10,8 (8,7 - 13,0)
N= 79

9,9 (9,1 - 10,6)
N= 50

8,8 (6,4 - 11,2)
N= 10

0,622

11,6 (8,2 —14,9)
N= 42

10,0 (8,4 —11,5)
N= 68

9,3 (8,4-10,3)
N= 29

0,410

9,9 (8,9 - 10,8)

N= 127

16,5 (2,0 — 30,9)°
N= 10

8,4 (-20,1 — 36,8)*°
N=2

0,025

396 (361 - 430)
N= 108

358 (293 - 422)
N= 26

0,557

397 (368 - 426)
N= 150

389 (353 - 425)
N= 98

384 (280 - 489)
N= 13

0,921

410 (366 - 454)
N=55

385 (356 - 414)
N= 152

402 (348 - 455)
N=54

0,627
394 (371 - 416)
N= 247

395 (279 - 511)
N= 14

N=0

0,970

32,9 (30,5 - 35,3)
N=111

24,8 (19,9 - 29,7)°
N= 26

0,011

31,6 (29,6 - 33,6)
N= 152

31,5 (28,9 - 34,2)
N= 99

36,1 (28,9 - 43,3)
N= 13

0,468

31,2 (27,6 -34,8)
N= 57

31,4 (29,4 - 33,4)
N= 153

33,6 (30,2 -36,9)
N= 54

0,527

31,6 (30,0 — 33,1)
N= 250

36,5 (29,0 — 44,1)
N= 14

9,8 (9,1-10,5)
N=111

12,9 (8,8 -17,0)°
N= 26

<0,001

10,0 (9,2 - 10,9)
N= 152

9,5 (9,0 - 10,0)
N=99

9,7 (8,3-11,1)
N=13

0,608

9,8 (8,6 -11,0)
N= 57

9,8 (9,1 -10,6)
N= 153

9,7 (8,8-10,7)
N= 54

0,987

9,9 (9,3-10,4)
N= 250

8,9 (7,7 - 10,0)
N=14

N=0

0,416
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Contiuacao tabela 16
MTHFD1 c.1958G>A

GG 429 (380 - 477) 53,5 (32,3 - 74,7) 8,7 (8,2 -9,2)° 422 (365 - 479) 38,8 (33,6 — 44,1) 10,3 (8,1 — 12,5) 409 (370 - 447) 31,4 (28,6 - 34,1) 9,7 (9,0 - 10,4)
N= 50 N= 50 N= 50 N= 46 N= 46 N= 46 N= 87 N= 88 N= 88

GA 498 (444 - 551) 53,5 (36,9 -70,2) 9,6 (9,0 - 10,3)° 447 (396 - 497) 37,8 (33,5 - 42,2) 10,7 (8,8 — 12,5) 384 (355 - 413) 31,1 (29,1 - 33,2) 9,7 (8,8 - 10,5)
N= 50 N= 50 N= 50 N= 77 N=77 N= 77 N=132 N= 133 N= 133

AA 416 (355 - 476) 42,9 (36,7 — 49,0) 9,8 (8,9 -10,7)*" 464 (392 - 536) 37,0 (26,8 — 47,1) 8,6 (7.6 —9,7) 392 (328 - 456) 34,8 (30,2 — 39,4) 10,5 (8,9 — 12,0)
N= 17 N= 17 N= 17 N= 16 N= 16 N= 16 N= 42 N= 43 N= 43

ANOVA

(P valor) 0,082 0,810 0,027 0,723 0,930 0,612 0,615 0,240 0,565

Os dados sdo médias e desvio padrdo (IC 95%). O p valor das diferencas entre as concentracdes sao fornecidas em letras sobrescritas (teste ANOVA)

Cbl: cobalamina, tHcy: homocisteina total.

AER primario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes e nenhum feto viavel.

AER secundario: mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos recorrentes com pelo menos um feto viavel.

Controle: mulheres que tiveram no minimo duas gestagdes sem historico de aborto espontaneo.

Trés mulheres do grupo controle apresentaram concentragées de cobalamina acima de 2.000 pmol/L, sendo excluidas da andlise.
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Na Tabela 15, estao apresentados dois modelos de regresséao logistica multivariada.

No modelo 1, a variavel dependente é ter aborto primério, enquanto que no modelo 2

a variavel dependente é ter aborto secundario.

No modelo 1, o aumento das concentracfes de folato, de cobalamina e T4 foram

associados ao maior risco de se ter aborto priméario, enquanto ter genétipo GG para o

polimorfismo MTHFD1 ¢.1958 G>A foi associado a protecdo contra AER primério (Tabela

17).

No modelo 2 multivariado, ter maior IMC, fumar, ter aumento nas concentracdes de

folato, cobalamina e tHcy foram associados ao maior risco de aborto secundario, enquanto

ter gendtipo GG para o polimorfismo RFC1 ¢.80G>A foi associado a protecédo contra o AER

secundério (Tabela 17).

Tabela 17. Regresséo logistica multivariada para a variavel dependente ter aborto

Modelo _Grupps Variaveis independentes OR (95% IC) P valor
incluidos
1 le3 Folato sérico 1,05 (1,03 -1,07) < 0,001

Cobalamina (pmol/L) 1,00 (1,00 - 1,00) 0,016

tHcy 1,03 (0,97 - 1,11) 0, 326

Gendtipo CC versus CT+TT 0,87 (0,51 — 1,50) 0,612

para MTHFR c.677C>T

Gendtipo AA versus AC + CC 0,79 (0,46 — 1,38) 0,407

para MTHFR ¢.1298A>C

Genotipo GG versus GA + AA 0,49 (0,29 — 0,84) 0,009

para MTHFD1 c.1958G>A

Genotipo GG versus GA + AA 0,82 (0,45 — 1,50) 0,528

para RFC1 c.80G>A

Gendtipo CC versus CT + TT 1,38 (0,48 — 3,92) 0,556

para GCP2 ¢.1561C>T

Idade (intervalo) 0,96 (0,92 - 1,00) 0,065

Fumo 1,96 (0,94 — 4,10) 0,075

Uso de anticoncepcional 0,76 (0,42 - 1,40) 0,386

Frequéncia de bebidas alcodlicas 0,93 (0,83 —1,04) 0,199

IMC (intervalo) 1,34 (0,97 -1,85) 0,074
1,02 (1,00 — 1,03) 0,006

T4 (nmol/L)
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Continuacgéo tabela 17

2 2e3

Folato sérico

Cobalamina (pmol/L)

tHecy

Genotipo CCversus CT + TT
para MTHFR ¢.677C>T
Gendtipo AA versus AC + CC
para MTHFR ¢.1298A>C
Genotipo GG versus GA + AA
para MTHFD1 c.1958G>A
Gendtipo GG versus GA + AA
para RFC1 c.80G>A
Gendtipo CCversus CT+TT
para GCP2 ¢.1561C>T

Idade (intervalo)

Fumo

Uso de anticoncepcional
Frequéncia de bebidas alcodlicas
IMC (intervalo)

T4 (nmol/L)

1,04 (1,02 — 1,05)
1,00 (1,00 — 1,00)
1,05 (1,00 — 1,09)

0,88 (0,55 — 1,40)
1,13 (0,71 - 1,81)
0,91 (0,57 — 1,47)
0,56 (0,34 — 0,94)

1,83 (0,76 — 4,42)
1,02 (0,98 — 1,06)
2,54 (1,41 — 4,60)
0,97 (0,57 — 1,65)
0,94 (0,85 — 1,04)
1,42 (1,07 - 1,88)
1,00 (0,99 — 1,02)

< 0,001
0,019
0,039

0,592
0,611
0,705
0,027

0,177

0, 306
0,002
0,917
0,228
0,015
0,411

Modelo 1: mulheres de aborto priméario e mulheres do grupo controle.
Modelo 2: mulheres de aborto secundéario e mulheres do grupo controle.

OR: Odds ratio (IC 95%).
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5. DISCUSSAO

O AER é uma condicao multifatorial, porém aproximadamente 40% dos casos
nao tém a etiologia elucidada (Amorim-Filho, et al, 2010). Sabe-se, no entanto, que
diversas vitaminas em concentracdes ideais sdo necessarias para a viabilidade do
feto, principalmente a Cbl e o AF.

A recomendacao clinica de suplementacdo de acido folico perinatal € que o
nivel de folato sérico seja em torno de 45,3 nmol/L (Dary, 2009) e a dose diaria
sugerida é de 400ug/dia (Solomons, 2007); todavia, as mulheres do AER priméario e
secundario do presente estudo estavam sendo suplementadas com 5 mg de AF por
dia, a fim de se evitar casos de DFTN.

Polimorfismos em genes que codificam enzimas relacionadas ao metabolismo
e a absorcdo de folato (MTHFR, RFC1, GCP2 e MTHFD1) podem levar abaixas
concentracOes de AF e a altas concentracdes de tHcy (Tamura e Picciano, 2006).
Deste modo, o presente estudo avaliou a influéncia dos polimorfismos nesses genes
no AER (MTHFR ¢.677C>T, MTHFR ¢.1298A>C, RFC1 c.80G>A, GCP2 ¢.1561C>T
e MTHFD1 c.1958G>A).

Embora haja estudos que associaram os polimorfismos MTHFR c. 677C>T,
€.1298A>C (Rodriguez-Guillén, Torres-Sanchez et al., 2009) e MTHFD1 ¢.1958G>A
(Parle-Mcdermott, Pangilinan et al., 2005) ao maior risco de se ter AER, ha
resultados controversos, nos quais estas associacbes ndo foram encontradas
(Cardona, Cardona-Maya et al., 2008; Govindaiah, Naushad et al., 2009; Crisan,
Trifa et al., 2011).

Portadores do gendétipo TT para o polimorfismo MTHFR c¢.677C>T

apresentam atividade enzimética diminuida (Frosst, Blom et al., 1995; Jamison,
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Shihet al., 2009). Essa diminuicdo esta associada com aumento nas concentracfes
plasmaticas de tHcy (Wilcken, 2012), uma vez que menor atividade da enzima
resulta em diminuicdo da conversao tHcy em metionina.

A frequéncia do alelo 677T encontrada em nosso estudo foi de 29,5% e
27,3% (AER primario e secundario, respectivamente), frequéncia semelhante as
encontradas na Corea, 35,4% (Kim, Park et al., 2011), nos Estados Unidos, 34,8%
(Huang, Tucker et al., 2011), e na Colombia, 36,0% (Cardona, Cardona-Maya et al.,
2008) (P>0,05).

O presente estudo mostrou que portadores do genétipo 677TT apresentaram
aumento na concentracdo de tHcy, condizente com os dados da literatura (Ray e
Laskin, 1999; De Bree, Verschuren et al., 2003); todavia, esse aumento nao foi
encontrado em outros estudos (Cardona, Cardona-Maya et al., 2008; Huang, Tucker
et al., 2011, Park, Han et al., 2011).

Ao analisar o grupo controle, foi encontrada menor concentragéo de folato nos
portadores do genoétipo 677TT, quando comparado com o0s gendtipos 677CT e
677CC. Esse efeito € condizente com a literatura, pois, nessas mulheres, a
concentragdo de folato sérico estava diminuida, culminando com o aumento da tHcy
(Ray e Laskin, 1999; Amouzou, Chabi et al., 2004; Pereira, Schettert et al., 2004).
As mulheres do grupo estudo n&o tiveram diminuicdo das concentragdes de folato,
pois estavam sendo suplementadas com AF, porém apresentaram valores elevados
de tHcy.

Rodrigues-Guillén e colaboradores (2009) encontraram associagao entre o
genotipo 677TT e o risco de aborto espontaneo na populagdo mexicana (Rodriguez-
Guillén, Torres-Sanchez et al., 2009). Porém, nas populac¢des indiana (Govindaiah,

Naushad et al., 2009) e colombiana (Cardona, Cardona-Maya et al., 2008), este
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polimorfismo néo foi associado ao risco de aborto espontaneo. Nossos resultados
confirmam estes dois Ultimos estudos, pois ndo encontramos associacdo entre
MTHFR c.677C>T e o risco de se ter AER.

Outro polimorfismo avaliado no gene MTHFR é o ¢.1298A>C. Individuos
1298CC tém atividade enzimatica reduzida, sem alteracdo nas concentracdes
plasmaticas de tHcy (Zetterberg, Regland et al., 2002; Yaliwal e Desai, 2012).

No presente estudo, a frequéncia do alelo 1298C foi de 23,5% e 25,2% (AER
primario e secundario, respectivamente); tais frequéncias foram iguais as dos
Estados Unidos, 25,8% (Huang, Tucker et al., 2011), da Franca, 23,4% (Candito,
Rivet et al., 2008), e da Corea, 31,2% (Kim, Park et al., 2011) (P>0,05).

Em nosso estudo ndo foi encontrada diferenca significativa nas
concentracbes de folato, Cbl e tHcy, segundo os gendtipos para o polimorfismo
MTHFR ¢.1298A>C. Nosso achado é diferente daquele obtido por Huang e
colaboradores (2011), que encontraram maiores concentracdes de tHcy em
portadores do gendétipo CC (Huang, Tucker et al.,, 2011). Porém, a maioria dos
estudos ndo encontrou diferenca significativa entre as concentracées de folato e
tHcy, segundo os genoétipos para o polimorfismo MTHFR c¢.1298A>C (Weisberg,
Tran et al., 1998; Bailey, Duhaney et al., 2002).

Os gendtipos 1298AA e1298AC foram associados ao risco de se ter aborto
em mulheres da populacdo grega (Zetterberg, Regland et al., 2002). Outro estudo
relacionou a combinacdo dos gendtipos 1298CC/AC com o risco de aborto com
aneuploidias cromossémicas (Kim, Park et al., 2011). Diferentemente, o presente
estudo ndo encontrou associacao deste polimorfismo com o maior risco de AER.

Alguns estudos mostraram que individuos com o haplotipo

MTHFR677TT/1298CC tém atividade enziméatica reduzida, aumento nas
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concentracfes plasmaticas de tHcy e reducdo nas concentragdes plasmaticas de
folato (Kim, Park et al., 2011; Yaliwal e Desai, 2012). O haplotipo 677CC/1298AC foi
relacionado com risco de se ter aborto espontaneo na populacéo grega (Zetterberg,
Regland et al., 2002). Nosso estudo ndo encontrou associacdo entre AER e a
combinacéo haplotipica desses polimorfismos.

Como dado inédito na literatura, este foi o primeiro estudo que avaliou o
polimorfismo RFC1 80G>A em mulheres com histérico de AER. O RFCL1 patrticipa no
processo de influxo do AF, transportando a 5-metilTHF para o interior da célula
(Zhao, Matherly et al., 2009; Galbiatti, Ruiz et al., 2011). O gendétipo homozigoto
80AA foi associado com baixas concentracdes de folato (Ananth, Peltier et al.,
2008), que, juntamente com altas concentracdes de homocisteina em gestantes,
levam ao risco de filhos com DFTN (Ananth, Peltier et al., 2008; Pei, Liu et al.,
2009a; Stanistawska-Sachadyn, Mitchell et al., 2009) e de outras anomalias fetais
(Zhao, Matherly et al., 2009).

A frequéncia do alelo 80A encontrada em nosso estudo foi de 49,1% e
45,3% (AER primario e secundario, respectivamente). Estas frequéncias sao
semelhantes aquelas descritas na Franca, 47,9% (Chango, Fillon-Emery et al.,
2005), nos Estados Unidos, 47,7% (Ananth, Peltier et al., 2008), e na China, 36,6%
(Pei, Liu et al., 2009b) (P>0,05).

O polimorfismo RFC1 c¢.80G>A nédo foi associado as alteracbes nas
concentracdes de folato, Cbl e tHcy em nosso estudo. Nossos dados corroboram os
estudos de Devlin e colaboradores (2006); Dhillon e colaboradores (2009); e Gara e
colaboradores (2010) (Devlin, Clarke et al., 2006; Dhillon, Thomas et al., 2009; Gara,

Ochi et al., 2011), que n&o encontraram esta associagdo. No entanto, 0S N0ssos
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dados sao diferentes de outros estudos, que encontraram relacdo do alelo 80A
(Zampieri, Biselli et al., 2012) e menor concentracéo de tHcy (Sukla e Raman, 2012).

Ndo foram encontradas associagcbes deste polimorfismo com o
descolamento prematuro da placenta em um outro estudo (Ananth, Peltier et al.,
2008). No presente trabalho, o polimorfismoRFC1 ¢.80G>A nao foi associado ao
maior risco de AER, quando o polimorfismo foi analisado isoladamente. Porém,
guando feita a andlise de regressdo logistica multivariada, incluindo as variaveis
folato sérico, Cbl, tHcy, genédtipo CC versus CT+TT para MTHFR c.677C>T,
gendtipo AA versus AC+CC para MTHFR ¢.1298A>C, gendétipo GG versus GA+AA
para MTHFD1 c.1958G>A, gendtipo GG versus GA+AA para RFC1l c.80G>A,
gendtipo CC versus CT+TT para GCP2 ¢.1561C>T, Idade (intervalo), fumo, uso de
anticoncepcional, frequéncia de bebidas alcodlicas, IMC (intervalo), presenca de
FAN reagente (titulo 1:160), T4, e o RFC1,0 gendtipo 80GG foi associado a protecédo
contra o aborto secundario.

Este estudo foi o primeiro a avaliar o polimorfismo GCP2 ¢.1561C>T em
mulheres com AER. O gene GCP2 codifica a enzima folil-poliglutamato
carboxipeptidase, que tem a funcdo de hidrolisar a 5-metilTHF, com quebra da
cauda de poliglutamato em monoglutamato, permitindo a absorcao do folato dietético
(Devlin, Ling et al.,, 2000; Zhao, Matherly et al., 2009). O polimorfismo GCP2
c.1561C>T foi associado a reducdo na atividade da enzima (Devlin, Ling et al.,
2000), a baixa concentracdo de folato e a alta concentragdo de homocisteina
(Lopreato, Stabler et al., 2008).

A frequéncia do alelo 1561T encontrada em nosso estudo foi de 3,4 e 5,0

(AER primario e secundario, respectivamente), igual a encontrada na Noruega, 4,5%
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(Halsted, Wong et al., 2007), nos Estados Unidos, 4,8% (Ye, Lai et al., 2011), e na
Holanda, 5,7% (Afman, Trijbels et al., 2003) (P>0,05).

Em nosso estudo, portadores do genotipo 1561CT no AER secundario
apresentaram maiores concentracdes de tHcy. Nosso achado foi diferente do estudo
de Melse-Boonstra e colaboradores (2004) e de Devlin e colaboradores (2006), que
nao encontraram diferenca entre os genaotipos e as concentracdes de tHcy (Melse-
Boonstra, Lievers et al., 2004; Devlin, Clarke et al., 2006). Além disso, Fodingere e
colaboradores (2003) e Lopreato e colaboradores (2008) associaram o genoétipo CC
com maior concentracdo de tHcy (Fodinger, Dierkes et al., 2003; Lopreato, Stabler et
al., 2008). E possivel que nossos resultados ndo tenham demonstrado nenhuma
associacao entre este polimorfismo e o risco de AER devido a baixa frequéncia do
alelo T nas mulheres estudadas.

A enzima MTHFD1 é NADP-dependente e trifuncional, atua como 5,10-
metilenoTHF desidrogenase, 5,10-metenilTHF cicloidrolase e 10-formilTHF sintase.
O polimorfismo MTHFD1 c.1958G>A reduz a producdo do 5-metilTHF, o que
prejudica a remetilacdo da tHcy em metionina e também pode influenciar na fonte de
grupamentos metil (lvanov, Nash-Barboza et al., 2009). Este polimorfismo foi
associado a DFTN, as perdas fetais (Krajinovic, 2008) e ao descolamento prematuro
da placenta (Parle-Mcdermott, Mills et al., 2005).

A frequéncia do alelo 1958A encontrada em nosso estudo foi de 35,9% e
39,2% (AER primario e secundario, respectivamente), semelhantes as descritas na
Romeénia, 44,2% (Neagos, Cretu et al.,, 2010), e na Polbnia, 42,3% (Mostowska,
Myka et al., 2011) (P>0,05).

No presente estudo, as mulheres do AER primario portadoras do genaotipo

MTHFD1 1958AA apresentaram maior concentracdo de tHcy, quando comparadas
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as mulheres portadoras dos gendtipos 1958GG e 1958GA. Este resultado foi
diferente do encontrado por Furness e colaboradores (2008), que ndo demonstraram
diferenca significativa entre as concentracdes de tHcy e os genotipos avaliados
(Furness, Fenech et al., 2008; Guerra-Shinohara, Pereira et al., 2010).

O genotipo 1958AA foi associado com risco de se ter aborto na populacéo
irlandesa (Parle-Mcdermott, Pangilinan et al., 2005); no entanto, outro estudo,
realizado na populacdo romena, ndo mostrou associacdo desse genotipo com o
AER (Crigan, Trifa et al., 2011). Este gendtipo também foi relacionado a restricdo de
crescimento intrauterino (Furness, Fenech et al., 2008) e a DFTN (Parle-Mcdermott,
Kirke et al., 2006).

No presente estudo nado foi encontrada relacdo entre o polimorfismo
MTHFD1 ¢.1958G>A e 0 AER; contudo, quando foi realizada a analise de regressao
logistica multivariada, incluindo as variaveis folato sérico, Cbl, tHcy, gendtipo CC
versus CT+TT para MTHFR ¢.677C>T, genétipo AA versus AC+CC para MTHFR
€.1298A>C, gendtipo GG versus GA+AA para MTHFD1 ¢.1958G>A, gendtipo GG
versus GA+AA para RFC1 c¢.80G>A, gendtipo CC versus CT+TT para GCP2
c.1561C>T, Idade (intervalo), fumo, uso de anticoncepcional, frequéncia de bebidas
alcodlicas, IMC (intervalo), T4, e o MTHFDL1, o gendétipo 1958GG foi associado como
protecdo ao AER.

Este trabalho ndo demonstrou associacdo dos polimorfismos estudados com
a ocorréncia de AER. No entanto, ao serem realizadas analises em modelos
multivariados de regressao logistica (variaveis sociodemograficas, bioquimicas e
genéticas), foi encontrada associacdo entre as concentragdes de folato, Cbl, tHcy e
T4 com o maior risco de se ter aborto primario, enquanto o risco para o aborto

secundario foi associado as variaveis idade, IMC, tabagismo, concentracbes de
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folato, Cbl e tHcy. Este estudo mostra que os fatores analisados podem interferir no

aborto primario ou secundario quando associados.
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6. Conclusao

e Os polimorfismos, quando considerados isoladamente, ndo foram
associados ao maior risco de AER primario ou secundario.

e O polimorfismo MTHFR ¢.677C>T foi associado as maiores
concentracOes de tHcy nos trés grupos estudados.

e As variaveis concentracdes de folato, de cobalamina, de tHcy e de T4
foram associadas ao maior risco de se ter aborto primario. Além disso,
0 genétipo GG, para o polimorfismo MTHFD1 c¢.1958G>A, foi
associado a protecéo contra o AER primario.

e I|dade, IMC, tabagismo, concentracdes de folato, cobalamina e tHcy
foram associadas ao maior risco de aborto secundario. O genotipo GG,
para o polimorfismo RFC1 c.80G>A, foi associado a protecdo contra o

AER secundario.
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8. ANEXOS

ANEXO 1

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Oficio CEP n° 08/2008

Sao Paulo, 12 de fevereiro de 2008.

limo(a). Sr(a).
Profa. Dra. Elvira Maria Guerra Shinohara
FBC

Prezado(a) Senhor(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunio realizada em 11 de
fevereiro de 2008, APROVOU as alteragdes do projeto “Fatores genéticos e
bioquimicos associados ao aborto espontdneo recorrente - Metabolismo da
homocisteina, folato, cobalamina e vitamina B6” apresentado por Vossa Senhoria.

Atenciosamente,

AL
i Profa
Vice-Coordenado

ra.
do Comit i esquisa
FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, n°® 580, Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05508-800 - Sdo Paulo - SP
Fone / Fax: (11) 3081-3677 - e-mail: cepfcf@usp.br



ANEXO 2

r EOSPITAL BAS flinmas

i TA FACULDASE DF MIDICIAR
k 24 SBIVERSIDADT 2E SHa DAILS

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Proieics de Pesquisa -
CAPPesg da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas € da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessGo de 30/01/2008, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n°® 1232/07, intitulado: "FATORES GENETICOS E BIOQUIMICOS
ASSOCIADOS AC ABORTO ESPONTANEO RECORRENTE - METABOLISMO DA
HOMOCISTEINA, FOLATO, COBALAMINA E VITAMINA B4" cpresentcdo pelo
Departamento de OBSTETRICIA E GINECOLOGIA, inclusive o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios paorciais e final sobre a pesquisa (ResolugGo do Conselho Nacional de
Savde n° 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra "c”).

Pesquisador {a) Responsdvel: MARIO HENRIQUE BURLACCHINI DE CARVALHO
Pesquisador (a) Executante: DEBORA DE LIMA ROBI

CAPPesq, 11 de Fevereiro de 2008

é..:—-A-"’
Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da ComissGo de

Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Cmn’sﬁodeE!i(:panAnéﬁsedePfo'pbsdePesqua@HCFMUSPadaFMUSPDire’oodnCﬁrdudoHospHdssCﬁniasda
idade de Medicina da Uniy de de S0 Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 255, 5° andar - CEP 05403 010 - S3o Paulo -
SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail: cappesq@hcnetusp.br / secretatiacappesg2@hcnet usp.br
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ANEXO 3

PREFEITURA DA CIDAD DE Secretaria Municipal da Salude

SAO PAULO Comité de Etica em Pesquisa
SECRFIARIA 04 SAUDE CEP/SMS

S3o Paulo, 21 de maio de 2008.
PARECER N° 0120/08 - CEP/SMS
CAAE: 0127.0.162.018-07

Para
Elvira Maria Guerra Shinohara
Sr(Q) Pesquisador(a)

I - IDENTIFICACAO

% Projeto de Pesquisa: "FATORES GENETICOS E BIOQUIMICOS ASSOCIADOS AO ABORTO
ESPONTANEO RECORRENTE - METABOLISMO DA HOMOCISTEINA FOLATO, COBALAMI-
NA E VITAMINA B6”

< Pesquisador Responsavel: Elvira Maria Guerra Shinohara

< Instituicdo: Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP

% Area Temética Especial: Genética Humana

< Patrocinadores: FAPESP e CNPq

II - Sumario Geral do Protocolo

Estima-se que cerca de 1 a 2% das mulheres apresenta abortos recorrentes durante a ida-
de reprodutiva e que em cerca de 50% ou mais dos casos ndo tem sido possivel identificar as
causas especificas. Concentragdes elevadas de homocisteina total (tHcy) foram associadas ao
maior risco e mutagdes em genes de enzimas chave do metabolismo da homocisteina, bem
como em genes de proteinas relacionadas ao metabolismo da cobalamina (transcobalamina
II) e do folato (transportador de folato reduzido e enzima carboxi glutamato peptidase II) po-
dem ser a causa da elevagdo das concentragdes de tHcy.

» Os objetivos do presente estudo sdo:

» Determinar o risco de ter abortos esponténeos recorrentes segundo os genétipos para os
polimorfismos MTHFR C677T e A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, TC2 C776G e A76G,
RFC1 ABOG e GCP2 (C1561T) e também nas combinagBes de gendtipos para os polimor-
fismos estudados;

* Avaliar se existe diferenca entre as médlas das concentragbes de tHcy, dcido metilmald-
nico, cobalamina e folato em mulheres com histéria de abortos recorrentes e no grupo
controle;

e Avaliar se existe a associagdo entre polimorfismos MTHFR (C677T e A1298C), MTR
(A2756G), MTRR (A66G), TC2 (C776G e A76G), RCF1 (A80G) e GCP2 (C1561T) com al-
teragGes nas concentragdes das vitaminas (B6, cobalamina (B12) e folato e dos metabd-
litos tHcy e MMA;

» avaliar quais s@o os fatores genéticos e bioquimicos para o aborto recorrente na popula-
¢do estudada;

* determinar a taxa de metilagdo do DNA nas amostras de dois grupos de mulheres.

O estudo seréd do tipo caso-controle. Serdo estudadas 371 mulheres, ndo grévidas, com
histéria de trés ou mais abortos esponténeos consecutivos com menos de 20 semanas,
provenientes do Ambulatério de Obstetricia da Clinica Obstétrica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP. Serdo também estudadas 371 mulheres saudaveis pa-
readas segundo idade e grupo étnico, que ndo tenham tido histéria de abortos espontaneos
e tenham tido pelo menos duas gestagdes normais (de termo), provenientes do Centro de
Salide Escola Butantd e Centro de Salde do Rio Pequeno. Serdo avaliados o hemograma, in-
dice da massa corpérea, as concentragdes séricas de cobalamina, folato (sérico e eritrocita-
rio), vitamina B6, homocisteina total (tHcy), dcido metilmalénico (MMA). Também ser3 de-
terminado o fator anti-nlicleo (FAN), anti-DNA, anticardiolipina, anti-fosfolipides.

Rua General Jardim, 36 / terreo -S&o Paulo - CEP 01223-010 Telefone: (11) 33972504 - e-mail: smscep@gmail.com
homepage: http://portal.prefeitura.sp.gov.br/secretarias/saude/cepsms
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A taxa de metilagdo na regido promotora dos genes sera realizada por PCR em tempo real.
As genotipagens para os polimorfismos MTHFR (C677T e A1298C), MTR (A2756G), MTRR
(A66G), TC2 (C776G e A76G), RCF1(A80G) e GCP2 (C1561T) sera determinado por PCR-
RFLP.

Serd aplicado um questiondrio a cada mulher para obteng&o das seguintes informagdes: i-
dade, dados sécio-econdmicos (escolaridade, renda per capita e ocupagdo), antecedentes
obstétricos, uso de medicamentos, uso de bebidas alcodlicas, fumo.

Serdo colhidos, das veias periféricas, 30 m| de sangue das mulheres em jejum, uma Unica
vez, por profissionais da salde treinados. Serdo utilizados materiais descartaveis para a cole-
ta. Outro procedimento do estudo € a avaliagdo antropométrica. Para tanto as mulheres serdo
pesadas e medidas.

As mulheres com histdria de aborto serdo submetidas também aos seguintes exames no
Hospital das Clinicas da FMUSP (rotina ambulatorial):
. Determinacgdo da funcéo tiroidiana através da dosagem de T3, T4 e TSH.
Dosagem da glicemia em jejum
Realizac@o da histerossalpingografia e ultrassom pélvica.
Determinagdo de Clamydia na secregéo cérvico-uterina.
Sorologia para detecgéo de sifilis, toxoplasmose e citomegalovirus.
. Determinacéo do cariétipo
As mulheres serdo informadas sobre os objetivos do projeto e consultadas sobre a vontade
de participar da pesquisa. Sendo favordveis, assinardo o Termo de Consentimento Livre e Es-
clarecido.
»  Os critérios de inclusdo das mulheres participantes s&o:

e Para o grupo de estudo: histdria de trés ou mais abortos espontdneos consecutivos com
menos de 20 semanas e ser proveniente do Ambulatério de Obstetricia da Clinica Obsté-
trica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP;

» Para o grupo controle: ser saudéavel; no ter historia de abortos esponténeos; ter tido pelo
menos duas gestagbes normais (de termo) e serem provenientes do Centro Salde Escola
do Butantd@ e do Centro de Salde do Rio Pequeno de S3o Paulo. Ser&o selecionadas de
maneira pareada segundo as idades e grupos étnicos.

» Serédo critérios de exclusio:
gravidez;

* uso de medicamentos contendo &cido fdlico, vitamina B12 e vitamina B6, ou de medica-
mentos que podem interferir no ciclo folato como metotrexate, fenitoina, carbamazepina,
trimetropina, pirimetamina, colestiramina, barbitdricos, difenilidantoina e sulfonamida;

e ser portadoras de neoplasias e hipertensdo arterial.

III - Consideragoes

N&o é projeto multicéntrico.

A Folha de Rosto estd corretamente preenchida. Os curriculos do pesquisador responsavel e
dos colaboradores estdo de acordo com a proposta da pesquisa. O orgamento e o cronograma
da pesquisa estdo adequados.

N&o haverd envio de material biolégico para o exterior. O projeto prevé a formacio de ban-
co de material biolégico e foi adequado & RES 347/05 CNS. A metodologia é adequada aos

objetivos e apresenta desconforto minimo as participantes, referente & coleta do sangue e aos
demais exames para diagnéstico diferencial.

Rua General Jardim, 36 / terreo -S3o Paulo - CEP 01223-010 Telefone: (11) 33972504 - e-mail: smscep@gmail.com
homepage: http://portal.prefeitura.sp.gov.br/secretarias/saude/cepsms
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O melhor entendimento dos fatores determinantes de abortos pode colaborar para aprimo-
rar o tratamento da disfuncdo, trazendo assim beneficio as mulheres que apresentam o pro-
blema.

Os direitos fundamentais das participantes referente a informag&o, recusa e desisténcia ind-
cuos, de continuidade do atendimento, de privacidade e de acesso ao pesquisador e ao CEP
estdo garantidos no TCLE.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) estd redigido na forma de convite a
participacio no estudo, é conciso e objetivo e sua linguagem é adequada ao nivel sécio-
cultural dos sujeitos de pesquisa.

Ha& identificacdo dos riscos e desconfortos esperados e explicitagdo das garantias referidas
no item IV. 1 da Res. CNS 196/96. Permite a saida do sujeito de pesquisa da experimentagéo,
sem prejuizo de seus cuidados. Estd garantido as voluntdrias o direito aos resultados dos e-
xames que serdo enviados para os locais de atendimento da participante e ficardo arquivadas
no prontudrio de cada uma. Foi elaborado um TCLE para mulheres que participardo do grupo
controle e outro para mulheres do grupo em estudo.

O TCLE também informa a possibilidade de armazenamento do DNA das participantes para
futuras pesquisas.

> Este projeto ndo precisa ser enviado para andlise da CONEP.

III. Parecer do CEP: Projeto APROVADO'

Como procedimento adotado por este Comité de Etica em Pesquisa, solicitamos a inclus&o, no
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do seguinte: qualquer questdo, divida, esclareci-
mento ou reclamacgdo sobre os aspectos éticos dessa pesquisa, favor entrar em contato com:
Comité de Etica em Pesquisas da Secretaria Municipal da Salide de S&o Paulo - Rua General
Jardim, 36 - 2° andar - Telefone: 3218-4043 - e-mail: i

Lembramos que este parecer ndo basta para que seu estudo possa se realizar na unidade de
salde, é necessdaria também a permissdo da autoridade administrativa.

Salientamos os seguintes aspectos a serem considerados pelo pesquisador:

1. O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consenti-
mento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma ou sem prejuizo ao seu cui-
dado (Res. CNS 196/96 - item IV.1f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
livre e esclarecido, na integra por ele assinado (item IV.2.d)

2. O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. E-
ventuais modificagBes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. O
relatério final deve ser apresentado ao CEP, logo que o estudo estiver concluido.

Atenciosamente,

ol €0 oS —
Profa. Dra. Iara Coelho Zito Guerriero i
Coordenadora

Comité de Etica em Pesquisa da
Secretaria Municipal da Salide - CEP/SMS

Rua General Jardim, 36 / terreo -S3o Paulo - CEP 01223-010 Telefone: (11) 33972504 - e-mail: smscep@gmail.com
homepage: http://portal.prefeitura.sp.gov.br/secretarias/saude/cepsms
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ANEXO 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: Fatores genéticos e bioquimicos associados ao aborto espontaneo recorrente - Metabolismo
da homocisteina, folato, cobalamina e vitamina B6; hemostasia e processo inflamatério.

GRUPO DE ESTUDO

Dados de identificacdo do sujeito da pesquisa

Nome da mulher:
Documento de identidade N°:

Data de nascimento: / /

Endereco: N°, apto:
Bairro: Cidade:

CEP: Telefone:

Duragdo da pesquisa: dois anos
Prezada Senhora,

Meu nome é Elvira M. Guerra Shinohara, sou professora da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sdo Paulo (FCF/USP), e estou convidando-a a participar do projeto de pesquisa que estou
desenvolvendo com a equipe de médicos do Ambulatério de Obstetricia da Clinica Obstétrica que estdo fazendo
seu atendimento no Hospital das Clinicas da USP (HC/USP). A pesquisa est4 sendo realizada em colaboragdo
com pesquisadores da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. Nesta pesquisa serdo incluidas mulheres
que tiveram trés ou mais abortos espontaneos consecutivos e que tenham até 45 anos (este grupo serd chamado
de grupo estudo) e serdo estudadas também, mulheres que ndo tem histéria de abortos (chamado de grupo
controle). Para avaliar as possiveis causas de abortos serdo realizados testes genéticos (DNA) e testes de
laboratdrio para verificar a presenca de alteracdes no DNA (material genético) e no seu sangue e suas
associacOes com os abortos recorrentes.

Se vocé aceitar participar do estudo, precisarei do seu consentimento e de amostras de sangue que serdo
coletadas no Ambulatério de Obstetricia, 5° andar (Bloco 3) do prédio dos Ambulatérios do HC. Seré feita uma
Unica coleta de 30 mL de sangue, por profissional experiente e utilizando material estéril e descartavel, para a
realizacdo de exames que poderdo, possivelmente, esclarecer as causas de abortos recorrentes. Com esses
exames serdo avaliadas: a funcdo dos rins, do figado, a quantidade de algumas vitaminas (acido folico,
cobalamina, vitamina B6) e outras substancias que sdo encontradas no sangue (homocisteina, TNF alfa, IFN
gama, IL1, IL2, IL4, IL6, IL10 e proteina C-reativa) que estdo relacionadas a inflamagéo no teu organismo, que
também é um fator que pode complicar a gestagdo.. O risco desse projeto € minimo. A coleta de sangue podera
formar uma mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha.

Para estudar seu DNA, serdo realizados alguns testes que avaliardo alteracdo (metilacdo do DNA) e as
diferencas nas sequéncias do DNA (polimorfismo) de cada individuo em diversos genes (MTHFR, MTR,
MTRR, TC2, RFC1, GCP2, MTHFD1, CBS, THBM, TFPI, SERPINC1, PROC, TAFI, PAIL, FV, FIl e FI),

cujos produtos (proteinas ou enzimas) estdo relacionados com o aumento das quantidades de homocisteina no
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sangue e maior chance de formar codgulos (trombose). A sua amostra de DNA sera armazenada no Laboratério
de Hematologia da FCF/USP, sob minha responsabilidade, e sera mantida em banco de materiais biol6gicos sem
a identificacdo de seu nome, pois sera utilizado cédigo para a identificacdo. A amostra podera ser utilizada para
pesquisa futura sobre a causa de abortos recorrentes, se isso ocorrer, 0 novo projeto sera submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) e ento, vocé sera consultada a respeito.

Vocé nédo recebera qualquer pagamento por sua participacdo, portanto a sua participacdo neste estudo é
voluntaria. Os resultados dos seus exames serdo enviados para sua residéncia ou outro enderego de seu interesse.

Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento do estudo, sem nenhum prejuizo ou
perda dos beneficios a que vocé tem direito e seu tratamento médico no Hospital das Clinicas da USP ndo sera
afetado. Caso vocé desista de participar da pesquisa, podera solicitar a retirada de seus dados genéticos do banco
de dados do Laboratério de Hematologia da FCF/USP, onde serdo guardados.

Os dados e os resultados obtidos durante a pesquisa serdo confidenciais e somente serdo revelados a
terceiros se vocé autorizar previamente. Sua identidade serd mantida em segredo, quando os resultados deste
estudo forem publicados em artigos de revistas cientificas ou forem apresentados em temas de aulas e debates.

Os resultados obtidos nessa pesquisa poderdo colaborar no entendimento das causas de abortos
espontaneos recorrentes, podendo auxiliar na mudanga de conduta durante o pré-natal.

Caso vocé tenha alguma ddvida em relacdo a esta pesquisa, vocé podera entrar em contato com a Prof.2
Elvira M Guerra Shinohara (tel: 3091-3785) ou com os pesquisadores, Kelma Cordeiro da Silva, Juliano Félix
Bertinato e Robson José Lazaro (tel: 3091-3785) ou com o Dr. Mario Henrique Burlacchini de Carvalho da
Divisao de Obstetricia do HC/USP (tel.: 3069-6380 ou 3069-6209).

Eu, declaro que, ap6s bem esclarecida pelo

pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito, voluntariamente, participar desta Pesquisa.

Vocé autoriza o armazenamento do DNA para pesquisas futuras? ___ SIM __ NAO

Vocé quer saber os resultados dos testes genéticos? __SIM __ NAO
Séo Paulo, de de 200 .
Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome legivel)

Assinatura da Testemunha

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 580 Bloco 13 —
Cidade Universitaria — CEP: 05508-900 — S&o Paulo — SP - Telefones: 3091-3677 - E-mail: cepfcf@usp.br ou o
Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal da Sautde, Rua General Jardim, 36 2° andar, fone
3218-4043, e-mail: smscep@prefeitura.sp.gov.br

Uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera fornecida para vocé pelo pesquisador.
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ANEXO 5

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: Fatores genéticos e bioquimicos associados ao aborto espontaneo recorrente -
Metabolismo da homocisteina, folato, cobalamina e vitamina B6; hemostasia e processo inflamatorio.

GRUPO CONTROLE

Dados de identificacdo do sujeito da pesquisa

Nome do paciente:
Documento de identidade N°:

Data de nascimento: / /

Endereco: N°. apto:
Bairro: Cidade:

CEP: Telefone:

Prezada Senhora,

Meu nome é Elvira M Guerra Shinohara, sou professora da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo (FCF/USP), e estou convidando-a a participar do projeto de pesquisa no qual estou
avaliando os efeitos de alteracdes no DNA (material genético) e no sangue de mulheres que tiveram trés ou mais
abortos consecutivos (chamadas de grupo estudo). Também seré estudado nesse projeto, um grupo de mulheres
gue ndo tiveram historia de abortos, que tenham tido pelo menos duas gestacbes normais e que tenham até 45
anos (chamado de grupo controle). Para avaliar as possiveis causas de abortos, serdo realizados testes genéticos
(DNA) e testes de laboratorio para verificar a presenca de alteracfes no DNA e no seu sangue.

Se vocé aceitar participar do estudo, precisarei do seu consentimento e de amostras de sangue que serdo
coletadas no Ambulatério de Obstetricia, 5° andar (Bloco 3) do prédio dos Ambulatérios do HC ou em nosso
laboratorio na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (Cidade Universitaria). Sera feita uma Unica coleta de 30
mL de sangue, por profissional experiente e utilizando material estéril e descartavel, para a realizagdo de exames
que poderdo, possivelmente, esclarecer as causas de abortos recorrentes. Com esses exames serdo avaliadas: a
func¢do dos rins, do figado, a quantidade de algumas vitaminas (&cido félico, cobalamina e vitamina B6) e outras
substancias que sdo encontradas no sangue (homocisteina, TNF alfa, IFN gama, IL1, IL2, IL4, IL6, IL10 e
proteina C-reativa), que estéo relacionadas a inflamag&o no seu organismo, podendo ser consideradas fatores que
podem complicar a gestacdo. O risco desse projeto é minimo. A coleta de sangue poderd formar uma mancha
roxa (hematoma) no local da picada da agulha.

Para estudar seu DNA, serdo realizados alguns testes que avaliardo a alteracdo (metilacdo do DNA) e as
diferencas nas sequéncias do DNA (polimorfismo) de cada individuo em diversos genes (MTHFR, MTR,
MTRR,TC2, RFC1, GCP2, MTHFD1, CBS, THBM, TFPI, SERPINC1, PROC, TAFI, PAI1, FV, Fll e FI), cujos
produtos (proteinas ou enzimas) estdo relacionados com o aumento das quantidades de homocisteina no sangue e
maior chance de formar coéagulos (trombose). A sua amostra de DNA serd armazenada no Laboratério de
Hematologia da FCF/USP, sob minha responsabilidade, e serd mantida em banco de materiais bioldgicos sem a
identificacdo de seu nome, pois sera utilizado codigo para a identificacdo. A amostra podera ser utilizada para

pesquisas futuras sobre a causa de abortos recorrentes, se isso ocorrer, 0 novo projeto sera submetido ao Comité
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de Etica em Pesquisa (CEP) e ento, vocé sera consultada a respeito. Vocé néo recebera qualquer pagamento por
sua participacdo, portanto a sua participacdo neste estudo é voluntéaria. Os resultados dos seus exames serdo
enviados para sua residéncia ou outro endereco de seu interesse.

Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento do estudo, sem nenhum prejuizo ou
perda dos beneficios a que vocé tem direito. Caso vocé desista de participar da pesquisa, podera solicitar a
retirada de seus dados genéticos do banco de materiais biologicos do Laboratério de Hematologia da FCF/USP,
onde serdo guardados.

Os dados e os resultados obtidos durante a pesquisa serdo confidenciais e somente serdo revelados a
terceiros se vocé autorizar previamente. Sua identidade serd mantida em segredo, quando os resultados deste
estudo forem publicados em artigos de revistas cientificas ou forem apresentados em temas de aulas e debates.

Os resultados obtidos nessa pesquisa poderdo colaborar no entendimento das causas de abortos
espontaneos recorrentes, podendo auxiliar na mudanca de conduta durante o pré-natal.

Caso voceé tenha alguma ddvida em relacéo a esta pesquisa, vocé podera entrar em contato com a Prof.2,
Elvira M Guerra Shinohara (tel: 3091-3785) ou com os pesquisadores Kelma Cordeiro da Silva, Juliano Felix
Bertinato e Robson José Lézaro (tel: 3091-3785).

Eu, declaro que, ap6s bem esclarecida pelo

pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito, voluntariamente, participar desta Pesquisa.

Vocé autoriza o armazenamento do DNA para pesquisas futuras? ( )SIM ( ) NAO

Vocé quer receber os resultados dos testes genéticos? ( )SIM ( ) NAO

Séo Paulo, de de 200 .

Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)

Assinatura da Testemunha

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 580 Bloco 13 —
Cidade Universitaria — CEP: 05508-900 — S0 Paulo — SP - Telefones: 3091-3677 - E-mail: cepfcf@usp.br ou o
Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal da Satde, Rua General Jardim, 36 2° andar, fone
3218-4043, e-mail: smscep@prefeitura.sp.gov.br

Uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera fornecida para vocé pelo pesquisador.
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ANEXO 6

QUESTIONARIO

Data entrevista: _ / / N°. Registro no HC-USP:
Nome:

Endereco: Bairro

Ponto de referéncia:

Cidade: Casa propria?
e-mail: Telefone (s):

Telefone(s) recado:

Data de nascimento: / /
Idade (anos):
Raca declarada pela mulher: (0) branca (1) negra(2) parda(3)amarela/oriental(4) india

wn e

4. Estado civil: (0) solteira (1) casada (2) vitva (3) unido estavel (4) separada
5. Ocupacéo: (0) dona-de-casa (1) desempregada (2) outra

7. Escolaridade (anos estudados) :

Dados sdcio-econdmicos da familia

8. Renda familiar mensal (reais):
9. Ndmero de pessoas que contribuem:
10. Numero de pessoas da casa (adultos):
11. Namero de pessoas da casa (criangas):
12. NUmero de comodos da casa:

Dados obstétricos

13. Histdria reprodutiva (coloque a sequéncia):

Primeiro evento (1) aborto (0) parto

13. NUmero de gestacdes:

14, NUmero de partos anteriores:

15. Idade gestacional dos partos em semanas

10 , 20 , 3 0] 40 , 50 , 6 (4]
16. NUmero de abortos:

17. Idade gestacional dos abortos:

10 ;20 ;30 ;40 ;50 ;60
18. Natimortos: (0)ndo (1)sim

19. Gestacgdo de gémeos: (0)ndo (1)sim

20. NUmero de filhos nascidos-vivos:

21. Peso estimado de nascimento dos filhos anteriores

1° Filho

2° Filho

3° Filho

4° Filho

22, Data do altimo parto ou aborto (meses):

23. peso atual (Kg):

24, altura:

25. Vocé teve hemorragia? (0) néo (1) sim.

26. Epoca: (1) menstruacio (2) aborto (3) aborto e menstruacao (4) no parto (5) antes de engravidar




Histéria de anemia
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26. Apresentou anemia anteriormente:

(0) ndo (1) sim, durante outras gestagdes (2) sim, sem estar gestante (3) ndo sabe (4) decorrente ao aborto

27.Vocé fuma? (0) ndo (1) sim

28. N° de cigarros por dia

29. Consome bebidas alcoolicas: (0) ndo (1) sim

tipo: (1) cerveja, copos por dia: Vezes por semana
(2) vinho, copos por dia: Vezes por semana
(3) cachaca, copos por dia: Vezes por semana
(4) batida, copos por dia: Vezes por semana
(5) champagne, copos por dia: Vezes por semana
(6) outrascopos por dia, Vezes por semana

30.Vocé faz uso de anticoncepcional atualmente? (0)ndo (1) sim

31. Quando vocé tomou anticoncepcional a Gltima vez? Data

32. Vocé estd tomando &cido fdlico atualmente? (0) ndo (1) sim. Qual a dose?

33. Quando vocé tomou acido félico a ultima vez? Data dose

34. Uso de ferro (sulfato ferroso) e/ou outras vitaminas?
(Marca, quantidade(dose) e tempo de uso, desde quando).

35. Uso de medicamentos (Nome, dose e tempo de uso)

36. Vocé tem presséo alta? (0) ndo (1) sim

37. Vocé tem diabetes? (0) ndo (1) sim Desde quando? Qual tipo?

38. Vocé tem problemas na tiredide? (0) ndo (1) sim ( ) hipertireoidismo ( ) hipotireoidismo




