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Abortamento recorrente de causa imunologica; avaliagdo de
um protocolo de investigaco e tratamento

Recurrent abortion due to immunologic causes: evaluation of an
investigation and treatment protocol

Ricardo Barini, Egle Couto, Sara T. Ribeiro, Sofia R. Leiber,
Simone C. Batista, Jodo Luiz Pinto e Silva

RESUMO

Sao apresentados resultados de protocolo de investigacao diagndstica e tratamento do aborto
recorrente de causa imunologica. Estima-se que até 60 % das pacientes que nao apresentam
nenhuma alteracdo clinica identificavel sejam portadoras de perturbac¢fes aloimunes
associadas ao aborto Uma das alternativas terapéuticas é a imunizacdo com linfdcitos do
parceiro. Foram revisados os resultados de 116 pacientes seguidas no Departamento de
Tocoginecologia da UNICAMP. As mulheres foram avaliadas segundo minucioso protocolo
de investigacdo das causas de aborto recorrente conhecidas (genética, hormonal, uterina e
infecciosa), imunoldgicos auto-imunes (sindrome do anticorpo antifosfolipidico, auto-anticorpos
anémalos) e aloimunes (prova cruzada por microlinfocitotoxicidade e cultura mista de
linfdcitos). As que apresentavam prova cruzada negativa e indice de inibigdo menor que 50%
na cultura mista de linfocitos foram tratadas com duas imunizagdes intradérmicas de
concentrado de linfécitos de seus maridos. Foram estimuladas a engravidar se os exames
de controle demonstrassem prova cruzada positiva e cultura mista com inibicdo superior a
50%. Quando este regime nao resultou em mudanca significativa foram tratadas novamente
com concentrado de linfécitos de seus maridos, associado ou hdo a um doador ndo-aparentado.
Com esta abordagem terapéutica 81% tiveram evolugéo gestacional favoravel .
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Introducéo

O termo aloimunidade refere-se a diferencas
imunoldgicas entre individuos da mesma espécie.
Em 1966, Clarke & Kirby*, formularam a hipotese
de que a disparidade antigénica materno-fetal fosse
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benéfica para o desenvolvimento do embrido. Desde
entéo, a aloimunidade tem sido associada ao aborto
recorrente de causa desconhecida, que se estima
acometer de 40 a 60% dos casais investigados®> 3°,

A histocompatibilidade materno-fetal pode
induzir a um distarbio na interacdo entre méae e
feto por impedir a producéo de fatores humorais e
celulares de origem materna, essenciais para a
vitalidade do embrido e o sucesso da gestacéo.

O sistema composto pelas células T e B
processa e apresenta os antigenos aos linfocitos. As
células T originam as células citotoxicas especificas.
As células B diferenciam-se em células produtoras
de anticorpos especificos. Cada tipo de célula do
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sistema imune tem uma superficie de adeséao diversa.
Quando um antigeno processado € apresentado a
célula T, ele é associado fisicamente a marcadores
de superficie celular derivados de um grupo de genes,
o Complexo Principal de Histocompatibilidade,
conhecido como CPH. O CPH humano é localizado
no bracgo curto do cromossomo 6 e codifica os
antigenos HLA (Human Leucocyte Antigens).

Na implantacdo do ovo, seria esperado que
os antigenos HLA de origem paterna estimulassem
o0 sistema imune materno. Entretanto, isto n&o
acontece pela ndo-expressdo do HLA no sinciciotro-
foblasto, sugerindo que este seja imunologicamente
inerte mas com importante papel de protecéo,
juntamente com imunomodulacéo ativa do sistema
imune materno.

Tém sido detectados antigenos HLA classe |
ndo-classicos em células de citotrofoblasto
extraviloso e em linhagem de células derivadas de
coriocarcinoma® denominados HLA-G. Estes
induzem a producdo de anticorpos anti-HLA-G e
anticorpos antiidiotipicos anti-anti-HLA-G
detectados em fase inicial de gestacfes que evoluem
normalmente®" 2°. Estas observacfes sugerem a
participacdo de uma rede de anticorpos
antiidiotipicos na modulacao da resposta aloimune
materno-fetal, que culmina com atividade
supressora do organismo materno em relacdo ao
feto®*. Sugere-se a interacéo entre os antigenos HLA-
G do trofoblasto e os linfécitos grandes granulares
natural Killer (NK-like) (CD3~ CD56" CD16")
presentes no endométrio, determine o grau de
invasibilidade do endométrio pelo trofoblasto, o que
em ultima analise influenciaria o desenvolvimento
da gravidez desde o principio. O dominio alfa-1 da
molécula HLA-G soluvel se liga a receptores
especificos nas células NK, inibindo sua atividade e
evitando a rejeicdo do embrido. Inibigdo inadequada
das células NK pode culminar em aborto, passando
por problemas de nutricdo responsavel pelos ébitos
fetais e retardo de crescimento intra-Utero e inclusive
se associar a hipertensao gestacional®?.

A proposta terapéutica utilizando-se
imunizacdo da mulher com linfocitos do parceiro
ou de doador, surgiu da observacdo de que
pacientes submetidos a transfusfes sanguineas
seriadas apresentavam menor rejeicdo de aloen-
xertos renais®’. Também se constatou uma reducéo
da incidéncia de abortos em animais por
imunizacdo prévia com células esplénicas
paternas®. Apés a identificacdo da Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida, a imunizagdo com
células do parceiro passou a ser a forma mais

Abortamento recorrente

utilizada nesta abordagem, em detrimento da
utilizagéo de células de doador desconhecido.

Mowbray publicou em 19852 o resultado do
primeiro estudo duplo-cego aleatério comparando
o efeito da imunizacdo da mulher com linfécitos
do parceiro versus linfocitos autélogos. Foi
observado melhora estatisticamente significativa
nos resultados reprodutivos, no grupo tratado com
imunizacdo com células do parceiro. Desde entéo,
inUmeros estudos, aleatdrios ou ndo, tém relatado
divergéncia em relacdo a eficacia da imunizacéo
com linfécitos®®. Em 19942%, um estudo de meta-
analise sobre a imunoterapia com linfécitos do
parceiro concluiu que esta abordagem terapéutica
beneficiaria de 8 a 10% das mulheres tratadas.

Entre as publicactes sobre os resultados da
imunoterapia com imunizagdo com linfocitos, ha
evidéncias de que as mulheres portadoras de aborto
recorrente primario tem maiores beneficios que os
outros grupos®?.

A literatura médica recente a respeito da
imunoterapia para aborto tém se concentrado na
utilizagcdo da imunoglobulina humana intra-
venosa® 2. Sugere-se que esta medicacéo reduza a
atividade das células NK deciduais?®®, efeito
semelhante aquele conseguido com a imunizacéo
com linfécitos do parceiro®’.

O objetivo deste estudo foi avaliar os
resultados do protocolo de imunizagcdo com
linfécitos do parceiro ou de doador em mulheres
com aborto recorrente, atendidas no Ambulatorio
de Aborto Recorrente do Departamento de
Tocoginecologia da UNICAMP, entre dezembro de
1993 a julho de 1997.

Material & métodos

Foram revistos retrospectivamente os dados
de 182 pacientes com histéria de trés ou mais
abortos espontaneos consecutivos e/ou com dois
abortos e idade acima de 35 anos. Destas, 116
engravidaram depois de submetidas a investigacéo
e tratamentos descritos abaixo.

Todas seguiram protocolo de investigacéo
para etiologias associadas a aborto recorrente.
Realizaram-se dosagens seriadas de progesterona
na segunda fase do ciclo menstrual, T3, T4, TSH,
glicemia de jejum, bidpsia de endométrio, pesquisa
para Chlamydia e micoplasma na secrecao cérvico
uterina, exames sorolégicos para sifilis, toxo-
plasmose, citomegalovirus, listeriose, brucelose e
cariétipo do casal. Todas foram submetidas a

84

RBGO-v. 20, 1P 2, 1998



Barini et a

histerossalpingografia, pesquisa de fator antindcleo,
anti-DNA, células LE, anticorpo anticardiolipina e
fator anticoagulante lGpico.

A pesquisa do fator aloimune se fez pela
tipagem HLA do casal, cultura mista de linfocitos
com identificac&o de fator inibidor no soro materno
na resposta celular materna contra linfécitos do
parceiro tratados com mitomicina (CML) e reacdo
de prova cruzada por microlinfocitotoxicidade (PC).
Foi considerado como causa aloimune quando em
CML a capacidade do soro da paciente em inibir a
resposta autéloga aos linfécitos do parceiro foi
menor 50% e/ou quando a prova cruzada entre o
soro da paciente e linfécitos do parceiro foi negativa.
Nestes casos, o parceiro foi submetido a sorologias
para hepatite B e C e para o virus da imuno-
deficiéncia adquirida humana (HIV). Os exames
imunoldgicos e o preparo das vacinas linfocitarias
foram realizados pelo Laboratério de Cultura de
Tecidos e Histocompatibilidade do Hemocentro
UNICAMP.

A imunizacao terapéutica foi preparada com
uma concentracdo de 80x10°/ml linfécitos e
realizada por via intradérmica na face anterior do
antebraco materno, em duas ocasifes com intervalo
de quatro a seis semanas entre uma e outra. Seis
semanas apos a Ultima imunizacgéo colheu-se nova
amostra de sangue para PC e CML. Foi considerada
resposta adequada inibicdo autéloga maior que
50% na CML e PC positiva contra linfécitosBe T
do parceiro. As que nao responderam a este
protocolo foram submetidas a sequéncia de dois
reforcos de imunizacdo com células paternas e
repetiu-se os exames de PC e CML para reavaliacdo
da resposta e considerados favoraveis os
paréametros ja descritos.

As pacientes que néo responderam ao
segundo tratamento foram submetidas a duas
imunizacbes com células de doador ndo apa-
rentado, comprovadamente ndo portador de
hepatite B e/ou C e do virus da imunodeficiéncia
adquirida humana (HIV) e células do marido, com
0 mesmo intervalo que o esquema inicial. Seis
semanas ap0s a ultima imunizacdo foram repetidos
o PC e a CML.

A partir do resultado positivo dos exames PC
e CML, foram liberadas para engravidar. Foram
orientadas para uso de acido félico (5 mg/dia) e
progesterona (100 mg/dia) a partir da segunda fase
do ciclo. O acido folico foi mantido até a 122 semana
de amenorréia e a progesterona aumentada para
200 mg/dia com a confirmacdo da gravidez e
mantida até a 16* semana de amenorréia. Foram
realizados quatro reforcos de imunizacdo na
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gravidez, a partir da sexta semana de amenorréia,
a cada seis semanas.

As pacientes gque ja apresentavam resultado
de PC positivo e CML com inibicdo maior ou igual
a 50% na primeira avaliacdo, foram liberadas para
engravidar e submetidas a imunoterapia com
linfocitos do parceiro durante a gestacdo da mesma
maneira que as que foram submetidas ao
tratamento pré gestacional. Foram tratadas com
heparina por via subcutanea em doses profilaticas
desde a segunda fase do ciclo pré concepcional até
a 342 semana de amenorréia.

Os dados obtidos foram computados e
analisados no programa EPI INFO- 6, programa de
dominio publico, distribuido pelo “Center of
Diseases Control”’- Atlanta, USA.

Resultados

A idade média das pacientes foi de 30,9+ 4,4
anos, (intervalo de 21 a 42 anos), o0 numero de
gestacdes anteriores ao tratamento foi em média
de 3,8 +1,6 (intervalo 2 a 12). O namero médio de
abortos anteriores foi de 3,5 +1,5 (intervalo 2 a
12). A classificacdo diagndstica foi de aborto
recorrente primario em 84,1%, secundario em
14,3% e n&o-classificavel em 1,6%.

As Tabelas 1 e 2 mostram os resultados da
investigacdo de fator aloimune pré e poés-
Tratamento. As Tabelas 3 e 4 mostram os
resultados da PC e da CML apoés o tratamento de
reforcos com imunizacao de leucdécitos do parceiro
e/ou doador ndo aparentado. Observar que todas
as pacientes tiveram a viragem da PC para positivo
apos a imunizacdo de reforco ou de doador, ao
passo que trés pacientes mantiveram resultados
da cultura mista de linfécitos com inibic&o inferior
a 50%, mesmo apos a imunizacao com doador.

Nas Tabelas 5 e 6, estdo expressos 0s
resultados da investigacdo de outros fatores
associados. Na Tabela 7, estéo expressos os dados
de incompeténcia istmico cervical identificados por
histerossalpingografia.

O cariotipo feminino foi normal em 81 de 83
pacientes e o masculino em 78 de 80 parceiros.
Houve dois resultados positivos de infecgcdo, um
para Chlamydia e outro para micoplasma. Estes
estdo expressos na Tabela 8.

Durante o periodo de seguimento ocorreram
116 gestacdes dentre as 189 mulheres tratadas
(61% do total), cujos resultados estdo expressos
na Tabela 9.
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Tabela 1 - Prova cruzada nos periodos pré e pés-imunizagéo.

Pré-imunizagdo Pds-imunizagdo
Resultado n % n %
negativo 102 88.5 27 235
positivo 14 115 89 76,5
Total 116 100.0 116 100

Tabela 6 - Investigagdo hormonal.

Abortamento recorrente

Tabela 2 - Inibigdo da resposta autéloga em cultura mista de linfocitos (CML) nos periodos
pré e pés-imunizac&o.

Pré-imunizagdo Pés-imunizacéo
Inibicdo CML n % n %
< 50% 97 83,8 82 28,5
> 50% 19 16,2 34 71,4
Total 116 100 116 100

Tabela 3 - Prova cruzada apds imunizacdo de reforco com linfécitos do parceiro e/ou

doador.
Pré-imunizagdo Pds-imunizagdo
Resultado n % n %
negativo 9 88.5 0 0
positivo 25 115 15 100
Total 34 100.0 15 100

Tabela 4 - Inibicdo da resposta autéloga em cultura mista de linfécitos (CML)
poés-imunizagdo de reforco e/ou doador.

Pré-imunizagdo  PAs-imunizagdo doador

Inibicdo CML n % n %
< 50% 15 455 3 27,3
> 50% 19 55,5 8 72,7
Total 34 100 11 100

Tabela 5 - Distribuicéo de pacientes segundo o resultado da pesquisa de auto anticorpos.

Normal Anormal

Avaliacdo n % n % Total
progesterona na fase | itea 25 86.2 4 138 29
func&o tireoideana 40 952 2 48 42
biopsia de endométrio 29 707 12 293 41
glicemiade jglum 51 981 1 19 52
Tabela 7- Investigacdo de incompeténcia istmico-cervical.
Histerossal pingografia n %
Sem sinais de incompeténcia 61 77,2
Com incompeténcia istmico-cervical 18 22,8
Tota 79 100,0
Tabela 8 - Investigacéo do fator infeccioso para a infertilidade.

Positivo Negativo
Agente infeccioso n % n %
Sifilis 1 0,9 106 99,1
Citomegalovirus 2 3,8 51 96,2
Toxoplasmose 0 0 92 100,0
Listeriose 2 43 45 95,7
Brucelose 1 1,6 63 98,4
Chlamydia 0 0 36 100,0
Micoplasma 4 11,1 32 88,9
Tabela 9 - Resultados gestacionais apds tratamento
Forma de término da gestagdo n %
Aborto 23 19,8
Gravidez em evolugdo
>20 semanas 26 22,4
Parto atermo 67 57,8
Tota 116 100.0
Discussao

A identificacdo das causas ou dos fatores
associados ao aborto recorrente, bem como sua
terapéutica tem sido tema controverso. Ha quem
sugira que ndo hé terapéutica especifica necessaria
além do seguimento minucioso e suporte emocional
ao casal®® e outros que sugerem a existéncia de
fatores imunoldgicos tdo ou mais importantes que
aqueles tradicionalmente referidos como deter-
minantes do aborto recorrente?.

Consideramos fundamental que a inves-
tigacdo e tratamento do aborto recorrente deva se
pautar em avaliagéo sistematica de todos os fatores

Positivo Negativo

Fatores avaliados N N Total
anti-DNA 01 75 76
fator anti-nlicleo 05 79 84
fator anticoagulane [Gpico 03 46 49
anticorpo anti-cardiolipina 04 72 76
célulasLE 0 65 65
anti-Ro 0 37 37
anti-La 0 34 34
86
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descritos para o aborto recorrente e cada um deles
abordado individualmente para a terapéutica.

Nessa casuistica identificamos frequéncia de
alteracdes da fase lutea semelhante a descrita na
maioria das publicacdes, bem como em relacéo a
fatores uterino, infeccioso e genético ndo abordados
neste trabalho®®.

Observamos que a identificacdo de fatores
associados ao aborto ndo atingiu metade dos casos
se a avaliacdo aloimune é excluida da propedéutica
concordando com a literatura®.

Varios testes imunolégicos tém sido
investigados como marcadores potenciais do risco
de recorréncia do aborto®®. Nesta categoria
enquadram-se a PC e a CML™. Pode-se observar
gue a frequéncia de PC positiva se elevou de 16,2%
previamente ao tratamento para 71,4 % depois da
série de duas imuniza¢des. Nenhuma mulher
permaneceu com PC negativa apds a imunoterapia
com linfécitos do parceiro e/ou doador, e apenas
trés mantiveram resposta de inibicdo autoéloga
abaixo dos 50% do ponto de corte da CML. Isto
demonstra a alta eficacia da imunoterapia
empregada neste protocolo em induzir resposta
imune celular nas pacientes em relacéo a seus
companheiros.

A positividade da prova cruzada de inibicao
autéloga na CML nas tratadas com células de
doador foram considerados como resultados
satisfatérios em relacdo as células do companheiro,
independente do resultado da reatividade da
paciente em relacdo ao doador n&o-aparentado.
Este dado é importante para demonstrar que o
aumento relativo de compartilhamento de
antigenos HLA demonstrado em casais com aborto
recorrente?’ dificulta o reconhecimento antigénico
entre os parceiros. Sugere-se que este é uma das
dificuldades que a mulher apresenta em reconhecer
a manifestacdo truncada do HLA placentareo,
conforme referido acima como HLA-G.

H& dados indicando que o sucesso da
imunoterapia depende, tanto do tamanho do inéculo,
como do grau de compatibilidade HLA e que a soro-
conversdo é menos frequente em casais que
compartilnam mais de um antigeno HLA. No grupo
de pacientes que analisamos esta dificuldade foi
vencida pelo uso de um coadjuvante da imunizacao,
neste caso o doador ndo-aparentado. Quanto ao
in6culo ha varias abordagens possiveis e ha dados
gue sustentam que a via intradérmica resulte em
soroconversao com inéculos menores e menos
desconfortaveis para a implementacéo terapéutica®.

Quanto aos auto-anticorpos, nossos dados
diferem da literatura, particularmente no que tange
aos anticorpos anti-fosfolipides e aqueles dirigidos
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contra componentes nucleares como o fator
antinucleo. Observamos que ha baixa frequéncia
de positividade de ambas as classes de anticorpos
relacionados com a sindrome antifosfolipidica,
também observado por Couto’ mas néo por Costa
et al® entre nés. Varios estudos tém chamado a
atencdo para estes anticorpos como causa da
reducédo da fertilidade destas mulheres, tanto em
aborto recorrente como em perdas em programas
de fertilizacdo assistida (FIV-ET).

Na presenca dos anticorpos antifosfolipidicos
a associacdo aspirina em baixas doses e heparina®®
propicia bons resultados gestacionais, espe-
cialmente quando instituida desde o periodo pré-
concepcional®®. Contudo, parece ser independente
da terapéutica a manutencdao dos niveis circulantes
dos anticorpos, sabendo-se que as pacientes que
evoluem com nova interrupg¢do apresentam
ascensdo dos titulos e as que mantém ou
apresentam queda nos niveis tém melhores
resultados gestacionais®®. A imunoglobulina
intravenosa tem sido sugerida como alternativa
terapéutica para estes casos, associada ou nao ao
fator aloimune®.

A controvérsia a respeito da eficacia da
imunoterapia no tratamento dos abortos recorrentes
de causa imunoldgica esta longe de ser esclarecida.
Em séries ndo-controladas, a taxa de nascidos vivos
em pacientes tratadas com linfocitos do parceiro
variou de 50 a 83%"°. Em estudos randomizados o
resultado é conflitante. Publicacdo avaliando por
meta-analise varios relatos a respeito da
imunoterapia® refere que se incluidos apenas dados
resultantes de estudos randomizados, 68% das
mulheres imunizadas com linfécitos do parceiro
deram & luz um filho vivo na gestacdo indice,
comparado com 61% de nascidos vivos em mulheres
controles ndo tratadas.

Previamente ao tratamento, estas pacientes
tiveram 340 gestacdes, com uma taxa de aborto de
87,9 %. Apds a terapia com imunizacao por
linfécitos do parceiro, ocorreram 116 gestacoes,
com uma taxa de aborto de 19,8%.

Consideramos este resultado satisfatorio,
levando-se em conta o risco de recorréncia de novo
aborto neste grupo, ainda que nao se trate de
estudo aleatorizado duplo-cego para esclarecer a
real eficacia terapéutica da imunoterapia com
linfGcitos do parceiro.

Os dados obtidos parecem indicar que a
imunizacdo com linfécitos do parceiro é eficiente
em melhorar a resposta imunoldgica materna as
células paternas. O tratamento imunoterdpico
com células paternas melhora os resultados
gestacionais.
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Summary

Results on investigation and immune treatment for recurrent
abortion are presented. Up to 60% of patients who are free of
any clinical identifiable causefor abortion arebelieved to have
alloimmune abnormalities. One of the suggested ther apies for
thiscondition ispaternal lymphocyteimmunization. \We present
theresult of 116 pregnancies followed at the Departamento de
Tocoginecologia UNICAMP. Patients were thoroughly
evaluated for causes of recurrent abortion mentioned in the
literature (genetics, hormones, uterine abnormalities and
infections), for autoimmune (antiphospholipid syndrome,
abnormal autoantibodies) and for alloimmune causes
(crossmatch by microlymphocytotoxicity and mixed lymphocyte
culture). Patientswho presented negative crossmatch and lower
than 50% inhibition in mixed lymphocyte culture were treated
with two concentrated intradermal paternal lymphocyte
immuni zations. Women were stimulated to attempt pregnancy
with a positive crossmatch and higher than 50% inhibition in
mixed lymphocyte culture. Women whose immune status did
not change with this treatment were immunized again with
paternal lymphocytes associated or not to a third party donor.
We report that 81% of the women treated with this protocol
had good pregnancy outcome.

KEYWORDS Recurrent abortion. Reproductiveimmunol ogy.
Lymphocytes. Cellular immunity. | nfertility.
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