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Resumo

OBJETIVO: investigar se polimorfismos dos genes que codificam o receptor de progesterona (PROGINS) estdo
relacionados & ocoréncia de aborto espontdneo de repeticdo (AER). METODOS: em estudo casocontrole, foram
selecionados 85 pacientes com anfecedente de pelo menos trés abortos precoces sem etiologia definida (Grupo
Caso) e 157 mulheres com histéria de pelo menos duas gestagdes de fermo sem intercorréncias e sem passado
de abortamento (Grupo Confrole). Realizada coleta de 10 mlL de sangue por pungdo venosa periférica e exiragdo
de DNA pela técnica DTAB/CTAB. As genotipagens foram feitas por reagéo em cadeia de polimerase (PCR), nas
condicdes de ciclagem especifica para o polimorfismo em estudo, seguida de amplificagdo em gel de agarose a
2%. A visualizagdo das bandas foi feita sob luz uliravioleta e os géis foram fotografados. As diferencas genotipicas
e alélicas entre os dois grupos para o polimorfismo PROGINS foram calculadas pelo teste de %2, adotando-se como
nivel de significancia valores de p<0,05. Calculou-se ainda o Odds Ratio (OR, razdo de chances), com infervalos de
confianga de 95% (IC95%). RESULTADOS: As frequéncias genotipicas encontradas para o polimorfismo PROGINS
foram de 72,3% T1/T1 e 27,7%T1/T2 no grupo com AER e 76,4% T1/T1,22,3%T1/T2 e 1,3% 12/T2 no Grupo
Controle. N&o houve diferengas entre os grupos, analisando-se as frequéncias genotipicas e alélicas: respectivamente
p=0,4 (OR: 0,8) e p=0,6 [OR: 0,9). CONCLUSQOES: os dados do presente estudo sugerem que o polimorfismo

PROGINS do gene dos receptores de progesterona ndo estd relacionado ao AER.

Abstract

PURPOSE: fo assess a possible association between polymorphism of the progesterone receptor gene (PROGINS) and
recurrent spontaneous abortion (RSA]. METHODS: in this case-control study, 85 women with at least three previous
spontaneous abortions without an identifiable cause (RSA Group) and 157 women with af least two previous term
pregnancies without pathologies and no previous miscarriage (Control Group) were selected. An amount of 10 mL
of peripheral blood was collected by venipuncture and genomic DNA was extracted by the DTAB/CTAB method,
followed by the polymerase chain reaction [PCR) under specific conditions for this polymorphism and by amplification
by 2% agarose gel electrophoresis. The bands were visualized with an ultraviolet light transilluminator and the gels
were photographed. Differences in the PROGINS genotype and allele frequencies between groups were analyzed
by the x? test, with the level of significance sef at p<0.05. The Odds Ratio [OR) was also used, with 95% confidence
infervals 95%CI. RESULTS: PROGINS genotypic frequencies were 72.3% T1T1 and 27.7% T1T2 for the RSA group
and 764% T1T1, 22.3% T172 and 1.3% T2T2 for the control group. There were no differecnes between groups
when the genotype and allele frequencies were analyzed: respectively p=0.48 (OR: 0.8) and p=0.65 (OR: 0.9).
CONCLUSIONS: our results suggest that PROGINS polymorphism is not associated with RSA.
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Introducao

O aborto espontineo de repeti¢io (AER) é conceitu-
ado como a perda consecutiva de trés ou mais gestagdes
e afeta aproximadamente 0,5% da populagdo. Apesar
dos inimeros recursos disponiveis na atualidade, sua
etiologia ainda permanece indefinida em mais da metade
dos casos'.

Diversos fatores tém sido associados a perda gesta-
cional recorrente. Entre as diversas hipéteses, postula-se
que alteracdes hormonais, inflamatérias e de vascularizagio
possam estar envolvidas no desenvolvimento da gravidez
e na perda gestacional®?. Nesse contexto, a importincia
da progesterona estd bem documentada, agindo desde as
fases iniciais até o final da gravidez’. As a¢des biolégicas
da progesterona sio mediadas por duas isoformas de seu
receptor (PR), respectivamente A e B. A a¢do de cada uma
ainda ndo € totalmente conhecida. Sabe-se que a resposta
celular final depende da propor¢do em que se encontram,
e que o equilibrio espaco-temporal é fundamental paraa
manutengdo da fertilidade e modulagdo de efeitos tecido-
especificos induzidos pela progesterona’.

A modulagio da expressdo de receptores de proges-
terona depende de muitos fatores. E bem estabelecido,
contudo, que ela seja pelo menos em parte determinada
geneticamente. O gene que codifica os receptores de
progesterona em humanos é nico e estd localizado no
cromossomo 11q22-23, sendo responsavel pela produgdo
das duas isoformas proteicas: PR-A e PR-B®.

Recentes avancos em técnicas moleculares tém re-
sultado na descri¢do de grande ntimero de polimorfismos
genéticos, muitos deles jd estudados em relagdo a patologias
ginecolégicas e obstétricas’, incluindo o AER®?.

No estudo dos receptores de progesterona, destaca-
se 0 polimorfismo dos genes que codificam o receptor de
progesterona (PROGINS), que consiste em uma inser¢ao
da familia A/z de 306 pares de bases (pb), no intron G,
entre os éxons 7 e 8. Essa insercdo levaria a transcri¢do
andmala do gene, culminado na perda da capacidade de
ligagdo do horménio ao seu receptor e consequente queda
da atividade final mediada pela progesterona. A presenca
do PROGINS ji foi associada ao AER'>'! e outras afec¢des
horménio-dependentes'*".

Acredita-se que os avangos na genética desempenhardo
papel crucial na medicina e na Sadde Puablica por dispor
de informacdes para predic¢do e prevencdo de doencas.
Assim, estima-se que testes genéticos possam revelar
suscetibilidades individuais, de forma a analisar riscos e
orientar intervengoes.

Dessa forma, e conhecendo a importancia da progesterona
no desenvolvimento da gestacio, este estudo teve o objetivo
de analisar a relacdo entre o polimorfismo PROGINS e a
ocorréncia de aborto espontineo de repeticao.

Métodos

Em estudo caso-controle, foram selecionadas 85 mu-
lheres (idade de 17 a 43 anos, média 30.4) atendidas no
Ambulatério de Aborto Habitual do Hospital Sdo Paulo,
com antecedente de pelo menos trés perdas gestacionais
precoces consecutivas (Grupo Caso). Todas foram submetidas
ao protocolo de investigagdo do setor, que inclui exames
especificos: histeroscopia, histerossalpingografia, cariétipo
dos pais, investigacdo de deficiéncia de fase lutea (dosagens
seriadas de progesterona) e investiga¢do de Sindrome do
Anticorpo Antifosfolipide através de pesquisa de anticorpo
anticardiolipina e anticoagulante lipico. Também sio
realizados rotineiramente exames gerias como dosagem
de prolactina, horménios tireoidianos, curva glicémica,
sorologias para toxoplasmose, rubéola, citomegalovirose,
HIV, hepatites B e C, investigacdo de Chlamydia tracho-
matis, Streprococco B e vaginose bacteriana.

O Grupo Controle foi composto por 191 mulheres (idade
de 18a 59 anos, média 33,2) com duas ou mais gestagdes de
termo sem intercorréncias e sem histéria de abortamento.

Foram incluidas pacientes das ragas branca, parda e
negra, assim definidas por autoclassificagio, de acordo com
os critérios de classificacio racial do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE)'. Os grupos foram pareados
quanto a raga, mantendo-se a mesma propor¢ao das trés
diferentes ragas nos dois grupos estudados.

Foram excluidas mulheres portadoras de doencas
sistémicas crbénicas (como hipertensdo arterial, diabetes
e doengas reumatoldgicas).

Todas as etapas deste trabalho seguiram as normas
de boas priticas em pesquisa envolvendo seres humanos,
de acordo com a resolucdo 196/96 do Conselho Nacional
de Satide. O projeto foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa da Universidade Federal de Sio Paulo (UNIFESP)
(CEP 0299/06) e todas as pacientes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Para o estudo genético, inicialmente foram coleta-
dos 10 mL de sangue por pungdo de veia periférica de
antebrago. Ap6s centrifugacdo, o DNA foi extraido pela
técnica DTAB/CTAB'". A concentragdo final de DNA
a ser utilizado foi ajustada em 100 ng/pL, podendo ser
utilizada entre 25/200 ng/pL, por meio de leituras das
absorbincias em espectrofotdmetro.

As genotipagens foram realizadas em condi¢des padrdes
para reacdo de polimerase em cadeia (PCR) (Master Mix,
Promega Corp., Madison, W1, EUA, Prodimol). Para a
amplificacdo do gene dos receptores de progesterona, foram
utilizados os seguintes primers (13): sense: 5’ — GGC AGA
AAG CAA AAT AAA AAG A — 3’ eanti-sense: 5’ — AAA
GTATTT TCT TGC TAA ATG TC — 3’. Foram utilizados
2 pL do DNA a ser estudado, em volume final de 25 pL de
reagdo, contendo 11 pL de Master Mix, 11pL de Nuclease



Tabela 1 - Frequéncia dos gendtipos do polimorfismo PROGINS, entre mulheres com AER e controles

Genotipo PROGINS ARi=83) Conirole 1=157) Valor de p OR (IC95%)
n % %

Tim 60 723 764

TIT2 2 277 23

1212 0 0 13

TITI X (TIT1 +T212) 04 0,8 (0,41,5)

O valor de p foi baseado no teste de %2, sendo considerado significativo quando menor que 5%.

OR: Odds Ratio; IC95%: intervalo de confianga; PROGINS: polimorfismo do gene do receptor de progesterona; AER: aborto espontdneo de repeticdo; T1T1:

homozigoto selvagem; T172: heterozigoto; T2T2: homozigoto mutado.

Tabela 2 - Frequéncia dos alelos do polimorfismo PROGINS entre mulheres com AER e controles

AER (n=166) Controle (n=314) 0
Alelo . % % Valor de p OR (1€95%)
Tl 143 86,1 87,6 .
12 23 13,9 12,4 0,6 09051,5)

O valor de p foi baseado no teste de %2, sendo considerado significativo quando menor que 5%.

OR: Odds Ratio; IC95%: intervalo de confianca; PROGINS: polimorfismo do gene do receptor de progesterona; AER: aborto espontdneo de repeticdo; T1: alelo

selvagem; T2: alelo mutado.

Free Water (ambos Promega Corp., Madison, W1, EUA,
Prodimol) e 0,5 pL de cada primer (sense e anti-sense). Como
controle negativo, foram utilizados 2 pL de Nuclease Free
Water em substitui¢do ao DNA. As reagdes foram incubadas
em termociclador (Biocycler modelo MJ96G), nas seguintes
condigdes: desnaturagio inicial a 94° por cinco minutos,
seguida de 40 ciclos a 94° por um minuto (desnaturagdo),
55° por um minuto (hibridiza¢do dos oligonucleotideos) e
72° por um minuto (polimerizagdo), seguidos por incubacio
a 72° por sete minutos. Os produtos obtidos foram mistu-
rados a 1 pL de Blue Juice (Invitrogen, Califérnia, USA),
aplicados em gel de agarose 2% (Gibco BRL, Paisley, UK),
corado com brometo de etidio 0,75 pg/mL (Sigma Chemical
Company, Missouri, USA) e submetidos a eletroforese por
40 minutos a 110 volts, em cuba Gel Tray LCH 12 x 14,
contendo tampdo de corrida TBE 0,5X.

Por visualizagdo em transiluminador de luz ultravio-
leta, foram detectados os produtos de PCR, que podem
apresentar dois tamanhos segundo a presencga ou auséncia
da insercio A/u PV /HS-1 (306pb). Se o gene dos receptores
de progesterona ndo apresentar a inser¢do, um fragmento
de 149pb serd obtido, e isso representa o alelo selvagem
(T1); porém se o gene tiver a inser¢do Alu, o fragmento serd
de 455pb, correspondente ao alelo mutante ou polimér-
fico (T2). Desta forma, sio determinados trés gendtipos:
selvagem (T'1/T1), heterozigoto (T'1/T2) e mutado (T2/
T2). Os gendtipos heterozigoto e mutado, que contém a
inser¢do Alu, sio chamados PROGINS-positivo.

Para a andlise estatistica, os gen6tipos PROGINS-positivo
foram somados e comparados ao gendtipo PROGINS-
negativo. O teste de )’ foi usado para comparag¢io de dados
categéricos de amostras relacionadas, adotando-se como
nivel de significincia 5% (p<0,05); todos os testes foram
bicaudais. Diferengas entre médias de dados categéricos
ordinais foram testadas utilizando-se o teste de Mann-

Whitney. Foi calculada a Odds Rattio (OR), com interva-
los de confianca de 95%, para medir a associacdo entre as
frequéncias alélicas e genotipicas e o AER. A andlise foi

realizada segundo o pacote estatistico Statistical Package
for the Social Science (SPSS) 13.1 para Windows.

Resultados

A distribui¢do genotipica estava em equilibrio de
Hardy-Weinberg nos dois grupos estudados.

A distribuic¢do das frequéncias do polimorfismo
PROGINS no grupo com AER foi de 72,3% T1/T1 e
27,7% T1/T2. No Grupo Controle, encontramos: 76,4%
T1/T1, 22,3% T1/T2 e 1,3% T2/T2. Considerando as
frequéncias alélicas, no Grupo Caso 86,1% das mulheres
apresentavam o alelo T1 e 13,9% o alelo T2. No Grupo
Controle, o alelo T1 apareceu em 87,6% da populagio e
no Grupo Caso em 12,4%. Esses dados estdo representados
nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Nio houve diferenga significativa entre os dois grupos
em relacdo aos gendtipos do polimorfismo PROGINS:
x*(1)=0,5; OR=0,8; 95%IC (OR): 0,4 a 1,5; p=0,4
(Tabela 1). Em relagdo as frequéncias alélicas, também
ndo encontramos diferengas significativas entre pacientes
com abortamento de repeticdo e controles: ¥*(1)=2,0;
OR=0,9; 95%IC (OR): 0,5 a 1,5; p=0,6. Esses dados
estdo representados na Tabela 2.

Além disso, ndo houve diferenca significativa no
ndmero de abortamentos entre as mulheres portadoras
ou ndo do alelo T2: U=5092,0; Z= -0,8; p=0,4.

Discussao

Neste estudo, ndo encontramos associagdo entre os
polimorfismos do gene dos receptores de progesterona

231



232

(PROGINS) e a ocorréncia de AER. As frequéncias ge-
notipicas aqui descritas estdo em concordancia com outras
publicacdes, inclusive na populagdo brasileira'>".

O polimorfismo PROGINS jd foi investigado em diversas
condi¢des ginecoldgicas e obstétricas. Em relacdo ao AER,
as publicacdes sdo, até o momento, discrepantes'®!!. Essas
divergéncias podem ser atribuidas ao tamanho amostral, aos
critérios para sele¢do dos participantes, a etnia e a defini¢do
da doenca. Devido as diversas publicacdes com resultados
divergentes e considerando a importancia da progesterona
na gravidez, achamos interessante investigar a associagao do
PROGINS e 0 AER na presente amostra. Ndo encontramos
associagdo, ratificando assim os achados iniciais de Kurs'.

J4 foi demonstrado que a presenca da insercdao A/« torna
0s receptores menos responsivos a a¢io do hormdnio'®. Isso
levaria a crer que as pacientes com genétipo PROGINS-
positivo teriam maior risco de abortamento, dada a impor-
tancia da progesterona do desenvolvimento da gravidez.
No entanto, nossos dados ndo confirmaram essa hipétese.
Vale ressaltar, aqui, que ndo se conhece a influéncia exata
do PROGINS sobre os receptores deciduais e placentdrios.
InvestigagOes sobre a expressdo desses receptores e sua
correlacdo com os diferentes gendtipos certamente fariam
surgir novas possibilidades de pesquisa.

Nos tltimos anos, tem ocorrido um aumento dramdtico
de descobertas genéticas envolvendo doengas complexas.
Nesses estudos, que tém habitualmente desenho caso-
controle, a sele¢io dos participantes e o tamanho amostral
sd0 questdes importantes, uma vez que o numero de indi-
viduos € influenciado pela frequéncia do polimorfismo na
populagio. Devido a dificuldade em se obter niimero elevado
de amostras, erro beta de 20% e alfa de 5% geralmente sao
aceitdveis para o cdlculo amostral, sendo que aumentar o
ndmero de controles € artificio que aumenta o poder do
teste'”. Para a selecdo dos participantes, a premissa funda-
mental é a defini¢do do fendtipo em questdo™. Atualmente,
dados sobre estudos de associagio genética e AER referem
tamanho amostral em torno de cem individuos®'.

Assim, nosso grupo foi considerado bastante repre-
sentativo, na medida em que incluiu mulheres jovens com
AER e pacientes com sucesso gestacional comprovado no
Grupo Controle. Como foram estudadas alteractes genéticas
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no sangue periférico, ndo foram impostas restricio quanto
a idade para sele¢ao do Grupo Controle. Em relacdo a
raca, as pacientes ndo foram subdivididas devido a grande
miscigenagio racial da populagio brasileira?. Ndo hd como
estudos deste tipo na populagdo brasileira atingirem um
critério perfeito de selecio. Optou-se, assim, pelo parea-
mento das diferentes racas nos dois grupos. Realizamos,
ainda, o teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg. Além de
sugerir que nao houve viés na sele¢io de individuos, essa
verificagdo assegura a qualidade das genotipagens.

Amostras maiores certamente melhorariam a andlise,
mas a dificuldade na obtenc¢do dos casos, o custo financeiro
e a complexidade dos exames laboratoriais precisam ser
considerados. A andlise dos dados precisa ser cautelosa e os
resultados devem ser considerados sugestivos. Além disso,
os resultados podem ser diferentes quando se investiga a
associagdo entre diferentes genes (epistasia) ou ainda a intera-
¢do entre os gendtipos materno, paterno e fetal, alternativas
que permanecem como possibilidades de pesquisa.

Em estudos de associagdo genética, a necessidade de
grandes amostras, o desconhecimento sobre a fun¢iao do
gene e possiveis bias na selecdo dos participantes sio falhas
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precisam sempre ser reproduzidos e confirmados. Mesmo
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Apesar de ndo termos encontrado associa¢do entre os
polimorfismos PROGINS e a ocorréncia de AER, o estudo
dessas e outras variagBes genéticas permanece cCoOmo um
importante campo de pesquisa na busca da etiologia da
perda gestacional. Na medida em que se aprende como
as alteragBes genéticas, associadas aos fatores individuais,
participam na determinagdo da doenga, intervengGes clinicas
efetivas serdo disponibilizadas, minimizando a angustia
de casais que vivenciam a perda gestacional.
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