ARTIGO ORIGINAL
ORIGINAL ARTICLE

Anticorpos Antifosfolipides em Mulheres com Antecedentes de
Perdas Gestacionais: Estudo Caso-Controle®™

Antiphospholipid Antibodlies in Women with Recurrent
Pregnancy Loss: a Case-Control Study

Olivia Licia Nunes CostaV, Claudio Brandio®, Monica Maria Ribeiro Silva®),

Kleber Santos Pimentel®, Mittermayer Barreto Santiago™

RESUMO

Objetivo: determinar a prevaléncia de anticorpos antifosfolipides
em mulheres com antecedentes de perdas gestacionais na populagio
obstétrica em geral e verificar se os anticorpos antifosfolipides
representam fator de risco para perdas gestacionais na populacio
estudada. Métodos: foi realizado um estudo caso-controle prospec-
tivo com mulheres gravidas e ndo gravidas, atendidas numa mater-
nidade publica entre margo de 2003 e junho de 2004. As mulheres
foram divididas em dois grupos de acordo com o passado obstétrico;
100 mulheres com antecedentes de perdas gestacionais de acordo
com a defini¢do estabelecida para o diagndstico da sindrome anti-
fosfolipidica e que nio apresentassem outros fatores relacionados ao
insucesso gestacional; 150 mulheres saudaveis com antecedentes de
duas ou mais gestacdes bem sucedidas. A determina¢io do antico-
agulante ltpico (AL) foi feita mediante os testes de TTPA, dRVVT
de triagem e dRVVT confirmatério. Para a pesquisa dos anticorpos
anticardiolipina (aCL) classes IgG e IgM foi utilizado o teste de ELISA.
e os resultados semiquantitativos expressos em unidades GPL e MPL.
Resultados: o anticoagulante lipico estava presente em 5% das
pacientes-caso e 2% dos controles (p=0,27). Os anticorpos aCL IgG
estavam presentes em 18% das pacientes-caso e 8,7% das pacientes-
controle (p=0,028; OR=2,3; IC 95%=1-53). Na classe IgM, 5% de
positividade para os casos e 1% para os controles (p=0,21).
Conclusdes: os anticorpos antifosfolipides (AL e/ou aCL IgG e/ou
IgM) foram mais prevalentes nas mulheres com perdas gestacionais
(28%) que na populagio obstétrica em geral (17%). As mulheres
com aCL IgG tém duas vezes mais chance de ter perdas gestacionais
que a populagio obstétrica em geral.

Palavras-chave: perdas gestacionais de repeticido, anticorpos
antifosfolipides, sindrome antifosfolipide.

ABSTRACT

Objective: To determine the prevalence of antiphospholipid
antibodies in women with pregnancy loss and verify if such
antibodies represent a risk factor for pregnancy failure.
Methods: We performed a case-control study with 250
pregnant and non-pregnant women, seen at a public maternity
between March of 2003 and June of 2004. The women were
divided in two groups according to their obstetric past: 100
women with previous pregnancy loss, defined as the obstetric
criteria of the antiphospholipid syndrome (cases) and 150
healthy women with record of two or more successful
pregnancies (controls). Lupus anticoagulant was determined
by aTTP and dRVVT tests. IgG and IgM anticardiolipin
antibodies (aCL) were determined by a specific immunoassay
(ELISA) and results were expressed as GPL or MPL units. Results:
Lupus anticoagulant was positive in 5% of the cases and 2% of
the controls (p = 0.27). The IgG aCL antibodies were present
in 18% of the cases and 8,7% of the controls (p = 0.028 ;OR =
2.3; IC 95% = 1-53) and IgM aCL in 5% of the cases and 1% of
the controls (p = 0,21). Conclusions: Antiphospholipid
antibodies were more prevalent in women with pregnancy
loss (28%) than in general obstetric population (17%). Women
with IgG aCL antibodies have higher chances of pregnancy
Ioss.

Keywords: recurrent miscarriage, antiphospholipids antibodies,
antiphospholipid syndrome.
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INTRODUGCAO

Perdas gestacionais de repeti¢do é o termo atualmente
empregado em lugar de “mau passado obstétrico”, usado
freqlientemente na pratica clinica para referir-se a mulheres
com insucesso reprodutivo?. Tanto uma terminologia
quanto outra carecem de uma defini¢io precisa e universal-
mente aceita, o que dificulta sobremaneira a comparagio
de resultados.

Duas defini¢Oes para perdas gestacionais podem ser con-
sideradas: 1) trés abortamentos de até 12 semanas ou pelo
menos duas gestacdes interrompidas entre 12 e 24 semanas
ou uma perda fetal acima de 24 semanas®; 2) os critérios
de morbidade obstétrica utilizados como parte da defini¢io
da sindrome antifosfolipidica (SAF), que consistem em: a)
uma ou mais mortes fetais acima de dez semanas, de uma
causa desconhecida, estando o feto morfologicamente nor-
mal ao exame ultra-sonogrifico ou ao exame direto; b)
um ou mais partos prematuros, estando o neonato morfolo-
gicamente normal, até 34 semanas, motivado por pré-
eclampsia, eclampsia ou insuficiéncia placentaria; ¢) trés
ou mais abortamentos espontaneos e consecutivos de ges-
tacdes de menos de dez semanas, estando ausentes alteracdes
anatomicas € hormonais maternas e alteracdoes cromosso-
micas do casal®.

A auto-imunidade foi inicialmente associada a perdas
67 pela des-
cri¢do da presenca de anticorpos antifosfolipides (aPL) em

gestacionais hd aproximadamente trés décadas

mulheres com insucesso reprodutivo. Destes, destacam-se o
anticoagulante lipico (AL) e os anticorpos anticardiolipinas
(aCL), que foram inicialmente descritos e s3o os mais estu-
dados, conquanto na atualidade a associagio com outros
auto-anticorpos como antifosfatidilserina® e antifosfatidile-

©) esteja sendo evidenciada.

tanolamina

Os anticorpos antifosfolipides estio presentes em 16% a
101120 “sendo que a
prevaléncia desses anticorpos difere nas populacdes estudadas

em decorréncia de uma série de fatores, dentre eles o fator
11,12

20% de mulheres com perdas gestacionais

racial'!?. Este foi também observado em estudo realizado
entre portadores de lipus eritematoso sistémico (LES) no
Estado da Bahia, que revelou maior prevaléncia de anticorpos
antifosfolipides em mulatas que entre brancos e negros!'.

Determinar a freqiiéncia de anticorpos aPL em mulheres
com antecedentes de perdas gestacionais, numa maternidade
publica do Estado da Bahia, onde é nitida a miscigenacio,
com predominancia de mulatos, por seu historico de regido
escravagista, representa uma contribuicio para o conheci-
mento desses anticorpos.
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Motivou, também, a realizacio deste trabalho, a neces-
sidade de conhecer o risco que representa a presenca dos
anticorpos aPL nessa populacio, dado que representa um
subsidio para o tratamento profilatico dessas gestantes, com
repercussio favordvel sobre o bindmio materno-fetal.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo caso-controle prospectivo com 250
mulheres, gravidas e nio gravidas atendidas na Maternidade
Climério de Oliveira (MCO), em Salvador, BA, Brasil, entre
marco de 2003 e junho de 2004.

Mulheres na menacma, com idade variando entre 17 e 40
anos, sendo a maioria mulata, foram convidadas a participar
deste estudo, previamente aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da MCO. Todas as mulheres incluidas assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e foram
divididas em dois grupos de acordo com o passado obstétrico:

Casos: 100 mulheres com antecedentes de perdas gesta-
cionais, de acordo com a defini¢do estabelecida para morbi-
dade obstétrica da SAFY, estando ausentes outros fatores
relacionados ao insucesso gestacional. Foram excluidas as
pacientes com diagnéstico de LES ou qualquer outra doenca
difusa do tecido conjuntivo.

Controles: 150 mulheres saudaveis com antecedentes de
duas ou mais gestacdes bem sucedidas.

TESTES LABORATORIAIS

A pesquisa do AL foi realizada utilizando-se os testes de
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e o diluted
Russell’s venon time (dRVVT), (triagem e confirmatério).
A coleta de sangue foi realizada estando as pacientes em
jejum e o plasma obtido apds duas centrifugacdes de 15
minutos cada. A leitura do tempo de coagulacio foi rea-
lizada utilizando-se o coagulometro digital de dois canais
da Tecnika. Todos os passos da reacido ocorreram a tem-
peratura ambiente, na seqiiéncia: 1) TTPA e dRVVT de
triagem do plasma em estudo; 2) quando o tempo de
coagulacio do TTPA era prolongado, misturava-se o plasma
testado com o plasma normal na proporcio de 1:1; 3)
quando o dRVVT e o TTPA com mistura eram prolongados,
utilizava-se o dRVVT confirmatério. Neste exame, a posi-
tividade era representada pela diminui¢io ou a normalizacio
do tempo de coagulacio. O tempo de coagulacio foi
expresso como resultado da relacio: tempo de coagulacio
da amostra/tempo de coagulacio do controle (pool de

Rev Bras Reumatol, v. 45, n. 3, p. 119-23, mai./jun., 2005



Anticorpos Antifosfolipides em Mulheres com Antecedentes de Perdas Gestacionais: Estudo Caso-Controle

pacientes normais), considerando-se normais os valores
entre 0,5 e 1,2.

A pesquisa dos aCL das classes 1gG e IgM foi realizada
como descrito previamente™, com algumas modifica¢des:
Meétodo de ELISA: utilizou-se placa de poliestireno, a qual
foi sensibilizada com 50 pl/orificio de uma solucio de car-
diolipina (Sigma) dissolvida em etanol numa concentragio
de 50 pg/ml. O solvente foi evaporado e a placa foi incu-
bada por uma hora com 100 pl/orificio de soro fetal bovino
a 10% em PBS (FCS a 10%) para bloquear sitios antigénicos
inespecificos na placa. Cada soro a ser testado (diluido a 1/
50 em FCS a 10%) foi incubado por trés horas. Como
segundo anticorpo foi utilizado um conjugado de peroxidase
com anti-IgG humano diluido a 1/10.000 em FCS a 10%.
Apds incubagio de uma hora, foram adicionados 50 pl/
orificio do substrato (TBM). Essa reacio enzimatica foi pos-
teriormente interrompida com 50 pl/orificio de H,SO, (dcido
sulftirico) e a leitura da placa foi realizada usando-se fotometro
automatico. Apds cada periodo de incubag¢io da reagio, a
placa foi lavada trés vezes com PBS. Todos os passos da reacio
ocorreram a temperatura ambiente. Foram usados
calibradores internacionais (Lousville APL Diagnostics) e os
resultados foram expressos em unidades IgG (GPL) ou IgM
(MPL), de acordo com os graus de positividade: positivo
alto > 80 unidades; positivo moderado = 20-80 unidades;
positivo fraco 210 <20 unidades.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa SPSS
versao 9.0. A presenca de associagio entre os grupos caso e
controle e os parametros qualitativos foram verificados pelo
teste do qui-quadrado ou teste exato de Fischer. Foi consi-
derado um resultado com significancia estatistica quando a
probabilidade (p) do erro o foi igual ou inferior a 5%
(p £0,05). Utilizou-se como teste de concordancia entre
as variaveis o indice de Kappa¥, cujo resultado varia entre
0 e 1 com a seguinte distribuicdo da concordancia: < 0,20
ruim; 0,20 a 0,40 razoavel; 0,40 a 0,60 moderada; 0,60 a
0,80 boa e 0,80 a 1,0 muito boa.

RESULTADOS

A idade das 100 mulheres com antecedentes de perdas
gestacionais variou entre 17 e 37 anos (média=28,7 e
DP=6,1). Nas 150 pacientes-controle a idade variou entre
17 e 40 anos (média=27,6 e DP=6,1). As pacientes nio
foram estratificadas de acordo com o tipo racial, contudo
predominaram aquelas de cor mulata.

O AL estava presente em 5% das pacientes-caso e em trés
(2%) das 150 pacientes-controle (p=0,27).
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Os anticorpos aCL da classe IgG estavam presentes em
18/100 (18%) das pacientes com antecedentes de perdas
gestacionais e em 13/150 (8,7%) daquelas com gestagdes
bem sucedidas (p=0,028; OR=2,3; IC 95% =1-5,3). Das
pacientes-caso, os 18 soros positivos para aCL estavam assim
distribuidos: cinco + fraco; oito + moderado e cinco +
forte. Nos controles, dos 13 soros positivos, quatro foram
+ fraco, oito + moderado e um + forte.

Os anticorpos aCL IgM estavam presentes em 5/96 (5,2%)
das pacientes com perdas gestacionais e em 1/92 (1%) da-
quelas com gestacoes bem sucedidas (p=0,21).

No total, os aPL (AL e/ou aCL IgG e/ou IgM) estavam
presentes em 28% das mulheres com antecedentes de perdas
gestacionais e em 17% na populacio obstétrica em geral.

Entre as 100 pacientes com perdas gestacionais, cinco
apresentaram histéria de fendmenos tromboembdlicos que
nio foram referidos pelas 150 mulheres com gestagdes bem
sucedidas. Dessas, duas referiram histéria pregressa de trom-
bose venosa profunda; porém, curiosamente, a pesquisa
dos anticorpos aFL mostrou-se negativa. Duas apresentaram
tromboflebite e em ambas apenas os aCL IgG estavam
presentes com titulos moderado e alto. Uma paciente
apresentou acidente vascular cerebral e nela estavam
presentes o AL e os anticorpos aCL IgG e IgM.

O indice Kappa nas pacientes-caso para as varidveis
anticoagulante lapico x aCL IgG; AL x aCL IgM e AL x aCL
IgG e/ou IgM foi de 0,10; 0,15 e 0,11, respectivamente.
O mesmo indice para as pacientes com gestacdes bem
sucedidas para as varidveis AL x aCL IgG; AL x aCL IgM e
AL x aCL IgG e/ou IgM os resultados foram 0,096; 0 e
0,083, respectivamente.

DISCUSSAO

A freqtiéncia dos aPL (AL e/ou aCL 1gG e/ou IgM) observada
no presente estudo foi de 17% em mulheres com gestagoes
bem sucedidas e de 28% naquelas com antecedentes de perdas
gestacionais, enquanto na literatura esses nimeros variam
de 2% a 14% na populagio obstétrica em geral'¥, e de
20% a 40%, nas mulheres com insucesso reprodutivo*19.
Essa variagio na freqiiéncia desses anticorpos pode se dever,
dentre outras razdes, ao fator racial. Em um trabalho realizado
nessa mesma regiio entre pacientes lapicos, foi verificada
maior freqiiéncia dos anticorpos aFL em pacientes mulatos
que entre os negros e brancos!?.

Adicionalmente, outros pontos devem ser considerados
no que se refere a ampla faixa de freqtiéncia descrita para
os anticorpos aPL em gestantes: 1) selecio dos casos, parti-
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cularmente entre as mulheres com perdas gestacionais, mas
cuja defini¢io nio é uniforme nos diversos estudos; 2)
determinac¢io apenas dos aCL, ou de ambos (aCL + AL)
como ocorreu neste trabalho; 3) variacio na metodologia
laboratorial empregada, a despeito da busca de padronizacio
universal para a determinagio dos anticorpos aPL.

Quando analisado separadamente, o AL foi encontrado
em 5% das mulheres com perdas gestacionais e 2% naquelas
com gestacdes bem sucedidas, dados que coincidem com
registros prévios da literatura’!%.

Os anticorpos aCL, da classe 1gG, foram identificados
em 8,7% das mulheres com gestacdes bem sucedidas e em
18% daquelas com antecedentes de perdas gestacionais,
sendo observada uma diferenca estatisticamente significativa
entre os dois grupos. Avaliacio de risco evidenciou que as
portadoras de anticorpos aPL tém duas vezes mais chance
de apresentarem insucesso reprodutivo que a populacio

(19-22) destacam a

obstétrica em geral. Inimeros autores
importancia dos anticorpos aCL IgG, particularmente com
titulos médios e elevados, em pacientes com SAF primaria
ou secundaria, relacionando-os com complica¢des clinicas.
Do ponto de vista obstétrico, esse resultado reveste-se da
maior importancia porque traduz a necessidade de incor-
porar a pesquisa dos aPL na propedéutica das pacientes com
perdas gestacionais.

Neste material os anticorpos aCL IgM estavam presentes
em 5% dos casos e em 1% dos controles. Como a presenca
desses anticorpos com titulos baixos e transitorios pode ser
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