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Limites na investigacao imunologica
e genética em aborto recorrente

Limits in the immunological and
genetical investigation of recurvent abortion

O aborto espontaneo de repeti¢io (AER) é definido como a ocorréncia de trés ou mais
abortamentos espontineos e consecutivos e usualmente se refere a perdas no primeiro tri-
mestre. Ocorre em cerca de 0,6 a 1,0% dos casais'>.

Até hoje a causa ndo pode ser determinada na maioria dos casos. Fatores de risco para
um novo abortamento podem ser identificados. Entretanto, a for¢a da associagio com aborto
recorrente ndo € clara para todos os fatores’. Investigacdes para o aborto recorrente condu-
zem a achado de anormalidade em dois ter¢os dos casos, sem que se tenha certeza se essa
anormalidade realmente tenha relagio com a causa da perda’.

Assim, a questdo que permanece ndo resolvida é: quais sdo os testes diagndsticos que
deveriam ser usados na prdtica clinica didria? Racionalmente, os exames com finalidade
diagnéstica s6 deveriam ser realizados se pudessem melhorar o prognéstico de uma préxi-
ma gravidez ou se a causa determinada por eles pudesse ser efetivamente tratada. O aborto
recorrente, entretanto, determina desespero, frustracdo e tristeza ao casal que deseja uma
resposta sobre qual a razdo da perda gestacional e, assim, a maioria das investigacdes e dos
tratamentos propostos aos casais nao sio baseados em evidéncias.

Nas ultimas décadas dois aspectos tém trazido novidades ao meio cientifico, mas estdo
também associados a muita controvérsia em rela¢do ao seu valor na pesquisa e tratamento
do aborto recorrente: os fatores genéticos e imunolégicos.

Fatores genéticos

A anormalidade cromossdémica numérica é a causa mais frequente de abortamento pre-
coce esporddico. Pelo cariétipo de bandas estima-se que cerca de metade dos abortamentos
precoces sejam devidos a anormalidades cromossdémicas. Uma recente pesquisa com hibri-
diza¢do gendmica comparativa microarray indicou que, na verdade, 80% dos abortamentos
esporddicos precoces se devem a anormalidades cromossémicas no embrido.

Esse achado levou ao estudo da formacdo cromossdmica dos casais com AER.
Baseados na anilise de 22.199 casais, De Braekeleer e Dao* concluiram que o indice
de rearranjos estruturais cromossdmicos em casais com histéria de dois ou mais abortos
espontaneos era 4,7%.

Correspondéncia

Rosiane Mattar

Rua Napoledo de Barros, 875 — Vila Clementino
CEP: 04024-000

Sao Paulo (SP), Brasil

Recebido

11/09/2014

Aceito com modificacdes
06/01/2015

DOI: 10.1590,/50100720320150005220

'Departamento de Obstetricia, Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Séo Paulo — UNIFESP — Séo Paulo (SP), Brasil.



102

Entretanto, existe divida sobre o papel que essas
anormalidades desempenham no futuro obstétrico do
casal. Em pesquisa recente foi verificado indice de suces-
so gestacional de 31,9% na primeira gravidez ocorrida
ap6s o diagnéstico de translocagio em um dos pais, bem
menor do que o indice de 71,7% observado em casais
com cariétipo normal, levando os autores a concluir que o
prognéstico de casais com transloca¢do é ruim?. Por outro
lado, existem estudos que mostraram indices de gravidez
com sucesso em casais com AER e translocagdo reciproca,
translocacio Robertsoniana e cariétipo normal de 83,0,
82,0 e 84,1%, respectivamente, demonstrando chances
elevadas e semelhantes de gravidez sauddvel’.

Para o estudo do fator genético, pode-se lan¢ar mido
da andlise do material de aborto e/ou dos pais.

Estudo do cariétipo fetal

O estudo do cariétipo do material de aborto nem
sempre € possivel, uma vez que o tecido a ser analisado
ndo tem vitalidade e o processo de cultura pode nio ter
sucesso. Quando possivel, entretanto, pode diagnosticar
anormalidades cromossémicas numéricas e estruturais,
identificando a causa do aborto atual.

Técnicas modernas como hibridizagdo gendmica
comparativa (@rray — CGH), hibridiza¢do in situ fluo-
rescente (FISH) e reacio em cadeia da polimerase com
fluorescéncia quantitativa (QF-PCR) podem identificar
desordens genéticas submicroscépicas responsdveis pelo
abortamento em estudo, sem necessitar da cultura celular
e podendo ser realizado em material estocado.

O valor do conhecimento do cariétipo do aborto é
questiondvel, pois ndo melhora o progndstico de futuras
gestagBes e nem indica terapéutica especifica. A vantagem
seria poder explicar aos pais a razdo para a ocorréncia
daquele aborto especifico.

Estudo do cariétipo do casal

Esse estudo € realizado para identificar anormalida-
des cromossémicas estruturais em um dos progenitores.
Em aproximadamente 2 a 5% dos casais com AER, um dos
pais carrega uma anomalia estrutural cromossdmica, mais
comumente uma translocacio reciproca ou Robertsoniana®.

Embora esses carreadores de transloca¢do sejam feno-
tipicamente normais, teriam maior risco de abortamen-
tos e poderiam vir a ter uma crian¢a com malformagio
congénita secunddria 2 cromossomopatia ndo balanceada.

Mas na realidade, um estudo alemio’ relatou que
casais com translocagdo balanceada tém baixo risco
(0,8%) de gestacdes com cariétipo ndo balanceado apds
o segundo trimestre e que a chance de terem uma crianga
sauddvel é de 83%.

Em estudo retrospectivo desenvolvido na Inglaterra,
a translocacdo balanceada foi encontrada em 1,9% dos

pais com aborto recorrente’, mas s6 um nimero despre-
zivel de transloca¢des ndo balanceadas foi detectado em
conceptos desses casais.

Levando em considerac¢do o custo financeiro do
exame, o protocolo estabelecido pelo Royal College®
sugere que o caritipo dos pais ndo seja rotineiro, mas
justificdvel quando identificada anormalidade cromos-
sdmica no produto da concep¢io. Ele também deveria
ser solicitado se houver outro fator de risco baseado na
histéria obstétrica e familiar.

Fatores imunolégicos

Nos dltimos anos tem sido postulado que alteragdes da
resposta imunol6gica seriam a causa dos casos de abortos
recorrentes de etiologia ndo determinada.

Dentre as causas imunoldgicas de perda gestacional
deve-se considerar as autoimunes, principalmente a sindrome
de anticorpos antifosfolipides (SAF), e as aloimunes, que
se referem as diferengas imunolégicas entre individuos
da mesma espécie, no caso, entre os pais.

Fator autoimune

A SAF € caracterizada pela presenca de anticorpos
que se ligam a fosfolipides de membrana: anticorpo an-
ticardiolipina (ACA), lupus anticoagulante (LAC), e pela
molécula de 32 glicoproteinal, responsivel pela adesio da
cardiolipina. Esses anticorpos promovem rea¢do contra a
célula endotelial em que h4 libera¢do de citocinas inflama-
térias, com altera¢do da relacio tromboxane-prostaciclina,
resultando em mecanismo de hipercoagulabilidade com a
formagdo de microtrombos no leito placentdrio.

A pesquisa do ACA é feita com o emprego do teste de
ELISA, com dosagem de IgG e/ou IgM, considerando-se
positivos valores maiores do que 40 GPL ou 40 MPL.

Para investigagdo do lipus anticoagulante é analisada
a via intrinseca da coagula¢do, com o teste de Russell,
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) ou tempo
de Kaolin (KCT). O tempo de coagulagdo aumentado é
prova indireta da presenca de LAC, devendo, nesses casos,
ser complementado com plasma fresco para diferenciar
de qualquer outra coagulopatia.

O anti-P2 glicoproteina I é um co-fator fosfolipideo
com propriedades anticoagulantes. Os anticorpos contra
essa proteina sdo encontrados em cerca de 75 a 80%
dos pacientes com SAF, sendo mais especifico do que
os tradicionais anticorpos (ACA e LAC), motivo pelo
qual foi recentemente incluido nos critérios de diag-
néstico dessa sindrome. Em até 10% dos casos de SAF
os anti-2 glicoproteina I sdo os tGnicos marcadores
laboratoriais presentes. T{tulos superiores a 20 U, para
IgG e IgM, sdo considerados significativos em quase




todas as determinagGes. Entretanto, devem ser sempre
considerados positivos titulos maiores do que o percentil
99, determinado pelo laboratério.

O diagnéstico da SAF requer a associagdo de, pelo
menos, um critério clinico e um critério laboratorial
comprovado pelo achado positivo de dois exames com
intervalo minimo de trés meses. E encontrado em 2,7 a
7,0% das mulheres com quadro de aborto recorrente’.

Com as evidéncias atuais quanto a boa eficicia do
tratamento sobre o progndstico de futuras gestacdes, hd
recomendac@o de que deveria ser proposto para todas as
mulheres com abortamento de primeiro trimestre de
repeti¢do o rastreamento para SAF primdria®.

Fator aloimune

A hipoétese para explicar a perda gestacional por esse
mecanismo seria o desequilibrio na resposta imunolégi-
ca na interacio materno-fetal em razdo da presenca dos
antigenos paternos.

Como fundamento desse desequilibrio haveria
compatibilidade de antigenos leucocitdrios entre o ca-
sal, auséncia de anticorpos leucocitotéxicos maternos,
auséncia de anticorpos bloqueadores maternos. Defeitos
nos fatores imunossupressores moleculares (citocinas e
fatores de crescimento) na decidua e aumento de células
NK sistémico e local também tém sido relacionados a
perda gestacional.

Na pritica clinica, tem sido proposta a avalia¢do
da presenca desse fator na etiologia do AER por meio
da rea¢do cruzada (cross-match), contagem de células NK
e sua ativagdo e a dosagem sanguinea de citocinas e seu
polimorfismo de genes de citocinas.

A reagdo de cross-match foi desenhada para avaliar o
reconhecimento materno dos antigenos paternos. O funda-
mento da reagdo seria observar a presenca de morte celular
a0 se juntar soro materno aos linfécitos paternos. Se a re-
acdo se mostrasse positiva seria porque o reconhecimento
existiria e a reagdo imunoldgica da mie frente a presenga
dos antigenos paternos no concepto seria favordvel, caso a
reacdo se mostrasse negativa seria esperado mau resultado
no desencadeamento da resposta imunolégica materna a
implanta¢do do embrido e ocorreria o abortamento. Nesse
caso, haveria a indica¢do da imunoterapia.

Seu uso foi iniciado para a investigacio do aborto
recorrente na década de 1990, mas o fato de que a reagdo
se mostrava negativa em mais do que 90% dos casais com
perda gestacional e também na maioria dos que apre-
sentam histéria de sucesso gestacional, aliado ao fato de
que ndo se observou melhora do progndstico gestacional
com o uso do tratamento imunoterdpico advogado, fez
com que esse teste deixasse de ser recomendado e seu
uso fosse abandonado na pesquisa do aborto recorrente
na maioria dos centros'™'".

A contagem de células NK no sangue periférico e no
endométrio de mulheres com quadro de aborto de repe-
ti¢ao ainda é um conhecimento em evolu¢do. Nenhum
beneficio foi provado até o momento. Também ainda ndo
se conseguiu identificar relagdo causal entre os resultados
da contagem de células NK e o abortamento.

As células NK sio linfécitos que expressam em sua
superficie marcadores CD56 (subtipos CD56 5™ CD56*P™)
e CD16 e ndo hd davida de que as células NK tém papel
fundamental no estabelecimento da gravidez inicial.

Embora estejam presentes em vdrios tecidos, ficam
especialmente concentradas no ttero, onde sdo as prin-
cipais células do sistema imunoldgico. As células NK do
ttero (uNK) aumentam muito, indo de 10% das células
estromais na fase proliferativa a 20% na fase secretora e
atingindo 30% na gravidez precoce. Em tese, as células
ulNK regulam a invaso trofobldstica por citotoxicidade
direta e produgdo de citocinas.

O estudo das células NK a nivel endometrial requer
procedimento invasivo. Recentes estudos, no entan-
to, mostram correlacdo entre as uNK e as células NK
do sangue periférico, pois sdo recrutadas diretamente do
sangue periférico.

A contagem de células NK em sangue periférico
no AER foi primeiramente descrito por Beer et al. em
1996", referindo que mulheres com altos niveis de células
NK (acima de 18%) ndo apresentavam sucesso gestacio-
nal. Recentes pesquisas demonstraram que 15 a 25%
das mulheres com aborto recorrente tém altos niveis de
células NK". Também j4 foi referido que pacientes com
AER apresentavam células sanguineas NK com atividade
preconcepcional e citotoxicidade mais elevada, maior ex-
pressio de CDG69 e baixa expressio de CD94. A citometria
de fluxo pode oferecer a contagem de células NK, seus
subtipos e estado de ativacdo.

Apesar desses relatos, ainda ndo se conseguiu
provar que os niveis de células NK sejam a causa do
abortamento recorrente. Assim, com os conhecimentos
atuais, a contagem de células NK néo deve ser oferecida
como parte da rotina de investiga¢do de um casal com
AER. Se for realizada, os casais devem ser avisados de
sua natureza experimental.

Quanto a dosagem sanguinea de citocinas e poli-
morfismo de genes de citocinas, sabe-se que as citoci-
nas sao moléculas mediadoras produzidas por células
envolvidas na reposta imunolégica. Em circunstdncias
normais elas promovem o crescimento e diferenciac¢io
do trofoblasto. O padrdo da reposta local depende da
interac¢do entre o padrdo de citocinas e os receptores
da superficie celular.

Uma das causas de AER seria a produg¢do ndo equi-
librada de citocinas pelas células maternas frente aos
antigenos paternos.
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Certos polimorfismos de genes de citocinas podem
influenciar o nivel de produgio de citocinas e diversos
estudos mostraram associa¢do entre alguns desses poli-
morfismos e a ocorréncia de AER.

Algumas clinicas incluem em seu protocolo de as-
sisténcia ao aborto recorrente, a avaliagdo de citocinas e o
padrdo de células Treg. Estuda-se o perfil de citocinas 7z
vitro através do uso de células T estimuladoras. Um dos
testes mais usados é o Thl Th2 Intracellular Cytokine Assay,
que avalia niveis das citocinas I1-6, TNF-ot e IFN-Y,
considerando-se positivo o achado do perfil Thl.

Diversos kits de estudo de DNA e RNA podem iden-
tificar polimorfismos de genes que regulariam a produgdo
das citocinas. Embora existam virios estudos tentando
associar polimorfismos que determinem predominincia
de padrio inflamatério a perda gestacional, ela ainda ndo
foi confirmada suficientemente em base experimental para
ser conduzida a pratica clinica.

Desse modo, baseado nas melhores evidéncias
disponiveis, a avalia¢do de citocinas e de seus poli-
morfismos genéticos ndo deve fazer parte da rotina de
pesquisa do aborto recorrente e ndo é recomendada por
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Concluimos que, em rela¢do aos limites dos testes
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