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RESUMO

A Hteratura indica que algumas mulheres com antecedente de aborto
espontaneo recorrente (AER) sd0 portadoras do anticorpo anticardiolipina (ACL).
Sugere-se que este anticorpo esteja envolvido na etiologia do AER. Realizou-se,
no Departamento de Tocoginecologia do Hospital de Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas, um estudo clinico-controlado, envoivende 52 mulheres
com antecedente de AER e 104 muiheres que tinham pelo menos um filho vivo,
para determinar a associacao entre a presenga do ACL e o antecedente de AER.
U metodo utilizado para identificar o ACL sérico foi o “Enzyme-lLinked
Immunosorbent Assay’ (ELISA), determinando-se o tipo de imunoglobina
presente: IgM ou IgG. Os resultados obtidos foram analisados através dos testes
Qui-Quadrado, Teste Exato de Fisher e Teste t de Student para comparacao de
medias. Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre a
frequéncia de ACL nas mulheres que tinham aborto recorrente e nas mutheres

ferteis, tanto para IgG quanto para igM.
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1. ANTECEDENTES NA LITERATURA

Da-se ¢ nome de aborto espontdneo recorrente (AER) & historia
reprodutiva de trés ou mais abortos sucessivos espontadneos, situagdo
relativamente comum e que representa um desgaste emocional na vida de uma
mulher. Varios tém sido os fatores associados & ocorréncia de AER. Desde a
Antiguidade, a ciéncia procura conhecer meihor a etiologia desta. entidade,
buscando alternativas terapéuticas que possam produzir methores resultados
gestacionais. Enfretanto, em aproximadamente metade dos casos de AER, a
etiologia permanece desconhecida (COSTA et al, 1993) sugerindo a

necessidade de novos caminhos para sua elucidacao.

A Imunologia modema tem apresentado novos recursos, com
possibilidade de esclarecimento de casos em que a investigacdc habitual néo
chega a qualquer conclusdo. A busca da identificagdo de anticorpos que podem
estar relacionados com perdas recorrentes tem gerado esperancas de gue muitas
destas muiheres possam ser adequadamente investigadas, diagnosticadas e
tratadas. Dentre estes anticorpos, os chamados antifosfolipides {AAF) parecem

ser 0s mais relacionados, destacando-se o anticorpo anticardiofipina (ACL).

A associac8o entre os AAF e os AER ¢ amplamente reconhecida
(LOCKSHIN, QAMAR, LEVY, 1990, BRANCH et al,, 1882; QUT et al., 1992
TRIPLETT, 1992, KWAK et al,, 1994). Mutheres portadoras destes anticorpos e
abortadoras recorrentes podem apresentar bons resuitados gestacionais guando
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e feita a supressdo dos mesmos (ROSOVE et al., 1990; TRIPLETT, 1992).
Sugere-se que muiheres com histéria de AER ou ébito fetal podem se beneficiar

com a pesquisa dos AAF circulantes (BRANCH et al. 1985).

Deste modo, o reconhecimento de pacientes com AER e que s&o
portadoras de AAF é fundamental para que se melhore o prognodstico de suas
futuras gestacGes. No Departamento de Tocoginecologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), o
Ambulatoric de Aborto Recorrente tem procurado identificar com especial

destaque mulheres com AAF, particufarmente o ACL.

1.1. Anticorpos antifosfolipides

Anticorpos  antifosfolipides (AAF) s&o imunogiobulinas que reagem
contra fosfolipides de membrana carregados negativamente (TRIPLETT, 1992). O
inicio de sua identificacda laboratorial data de 1906, quando WASSERMAN,
NEISSER, BRUCK' realizaram a primeira fixacdo de complemento. utilizando
extratos de figado de fetos sifiliticos como antigeno. A partic dai, surgiu uma
segunda geracdo de testes, com as técnicas de fixacdo de complementc e
floculagdo, como o Venereal Disease Research Laboratory (VDRL), que usava
como antigeno uma combinacdo de cardiolipina, lecitina e colesterol Foram
identificados, na época, individuos com resuliados positivos e sem qualquer
evidencia de sifilis. Foi notada também associacdo entre o VDRL cronicamente
positivo e doengas auto-imunes subjacentes, como o Itpus eritematoso sistémico

(HASERICK & LONG, 1952). Com o desenvolvimento do teste especifico,

: WASSERMAN, A NEISSER, A BRUCK, € apud TRIPLETT. D.A Obstetrical complications associated
with antiphospholipid antibodies. I COULAM, C.B.. FAULK, W.P. MEINTYRE, J A, eds. -
immunological obstetrics. 1. ed. London: Notion Medical Books, 1992 p. 378.
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Fluorescent Treponemal Antibody Absorption Test (FTA-Abs), tais individuos
foram classificados como falso-positivos {(DEACON, LUCAS, PRICE, 1866),
Iniciou-se, entdo, extensa pesquisa em busca dos fatores responsaveis por esta

associacao.

A investigacBo da presenca de auto-anticorpos maternos associados
a0 aborto recorrente tem adquirido importancia crescente na avaliacdo destas
pacientes, principaimente no que se refere aos AAF (COSTA et al., 1893). Eles
podem ser de qualquer classe e reagir contra qualquer fosfolipide, mas, para uso
clinico, s&o consideradas as imunoglobulinas G, M, A e suas combinagbes
(HOCHFELD et al, 1984). A IgG & a imunoglobulina que mais apreseria
importancia clinica, sendo relacionada a varias entidades deletérias a mae e ao
feto (HARRIS et al., 1986). Os principais fosfolipides que atuam como antigenos
sac a cardiolipina, o fosfatidilinositol, a fosfatidilserina, o fosfatidilglicero!, a
fosfatidiletanolamina e ¢ acido fosfatidico (LOCKSHIN et al., 1990). Além destes,
o anticoaguiante lupico também foi relacionado com perdas fetais recorrentes

(TRIPLETT et al., 1888), 0 que serd posteriormente detalhado.

Em 1983 foi descrito um teste mais sensivel para os AAF, o
radioimunensaio (RIE). Isto permitiu um rastreamento sistematico das populacdes,
aumentando em 200 a 400 vezes a sensibilidade da pesquisa (HARRIS et al.
1983). Em 1885, foi introduzida a pesquisa do anticorpo anticardiolipina {(ACL) e
outros anticorpos carregados negativamente, utilizando-se a técnica Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), que substituiu em larga escala a utilizacéo

do Rik (LOIZOU et al., 1985).

A identificagdo laboratorial dos AAF foi assim facilitada pelos testes
nao-treponémicos para sifilis, o RIE e o ELISA para o ACL ou outros fosfalipides
carregados negativamente (LOCKSHIN et al., 1985; TRIPLETT, 1992). Grupos de

3



estudo internacionais foram realizados para uniformizar o ELISA para o ACL,
surginde ento soros de referéncia tanto para IgG quanto para igM (HARRIS &

PHIL, 1990a).

A interpretacéo dos testes para AAF persiste como um problema para
os laboratorios. Apenas resuitados fortemente positivos devem ser usados em
decistes de conduta. O uso de soros de referéncia para cada grupo de pacientes
permite que os laboratdrios expressem os resultados em unidades de ligagdo
(HARRIS, GHARAVI, HUGHES, 1985} Cada laboratério deve estabelecer seu
valor-limite para identificar resultados fortemente positives, como por exemplo
cirnco desvios-padres acima da meédia dos soros de referéncia (TRIPLETT,

1992

Com a evolugho da pesquisa quanto as técnicas laboratoriais para a
identificacdo dos AAF, observou-se gue a ligacdo do ACL a lipossomas que
continham fosfolipides sO se fazia na presenca de plasma ou soro, indicando g
necessidade de um componente plasmético. Este componente, chamado
iniciaimente de "ACL-cofator”, foi identificade como um polipeptideo de cadeia
unica, com peso molecular aparente de 50kD e propriedades muito parecidas com
a beta 2-glicoproteina [ (GALLI et al., 1980). YAMAMOTO et al. (1993), estudando
gestantes com pré-eclampsia, mostraram que a detecgdo dos AAF por ELISA,
utiizando o complexo cardiolipina-beta 2-glicoproteina I (beta 2-GP1), foi maior do
que quando utiizada apenas a cardiolipina. Posteriormente, confirmou-se a
necessidade da ligagdo da cardiolipina & beta 2-GPI para que ela funcionasse
como antigeno. A beta 2-GPI tem efeitos conhecidos sobre a agregagao
plaguetaria, a atividade da profrombinase plaquetdria e a via intrinseca da
coagulacdo. Isto fortalece a hipdtese de que ela esteja implicada na patogénese

dos efeitos trombdticos (KAMPE, 1994},



As teorias sobre a formacdo dos AAF sdo varias. Alguns autores
sugerem que um dano na estrutura lipidica da membrana expde os fosfolipides ao
sistema imune, originando & formagéo de anticorpos (CANOSO, ZON,
GROOPMAN, 1987: VISCARELLO et al.. 1992); outros sugerem que a ativagio
policlonal dos linfocitos B e uma origem muiltifatorial seriam os principais
responsaveis pela formacéo destes anticorpos (GLEICHER, 1930; KAJINO, 19971:
MOLTA et al., 1993).

Em apoio a essas teorias, nota-se a presenca de AAF associada a
doencas auto-imunes (LUBBE et al,, 1983; HARRIS et af. 1983; LOCKSHIN et al.
1985 GLEICHER & FRIBERG, 1985; DRUZIN et al., 1987: CRONIN et al., 1988;
LOVE & SANTORO, 1990; QUT et al., 1992). Foi também encontrada maior
incidéncia de AAF em gestantes infectadas pejo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (CANOSO et al, 1987), Questiona-se se a destruicée viral da
membrana celular pode expor ou modificar os fosfolipides, de maneira que eles

se tornem mais antigénicos (VISCARELLO et al., 1992).

A especificidade dos auto-anticorpos parece interferir com o sucesso
reprodutivo em um nivel celular basico, em situacdes como fertilizacBo in vitro,
infertilidade  inexplicada, perdas gestacionais recorrentes, endometriose,
crescimento  intra-uterino retardado e doengas hipertensivas da gestacdo
(GLEICHER, HARLOW, ZILBERSTEIN, 1992). As moléculas de fosfolipides sao
componentes de todas as membranas celulares e tém funcdo nos mecanismos de
tfransduc@o que regulam a divisdo e a secrecdo celular. Os amniofosfolipides,
como fosfatidilserina e fosfatidiletanclamina, séo lipides fusogénicos envolvidos
no mecanismo de fus@o celular. O fosfatidilinositol tem sua principal funcao na
proliferacéo das células amnidticas. Durante a gestacao inicial, anticorpos contra

estes fosfolipides fusogénicos podem interferir com os mecanismos de fusao
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durante o desenvolvimento do citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto e do amnion,
resuitando na perda da gestacdo, Logo, os AAF podem interferir muito
precocemente no desenvolvimento feto-placentario (McCRAE et al., 1993; KWAK

et al., 1994}

A transducso € um processo complexo. Apds a ligacdo de um efetor
extracelular a um receptor especifico da membrana celuiar, a hidrolise de
fosfolipides de membrana pelas fosfolipases A2 e C gera segundos mensageiros,
08 gquais participam na reguiagio da secrecdo e divisdo celulares. Assim, os AAF
podem, teoricamente, interferir no processo de transducac em sitios nos quais os
fosfolipides representam papei essencial, neutralizando os fosfolipides de
membrana. Além disso, podem penetrar no citoplasma e afetar diretamente os
segundos mensageiros compostos por fosfolipides, como a fosfatidiiserina

(GLEICHER et al., 1992).

A presenga dos AAF dirigidos contra varios segundos mensageiros em
individuos normais sugere uma possivel regulacao fisicidgica destes anticorpos
em condigdes normais, ou seja, inibicdo de alguns passos do processo de
transducdo. Quando os niveis dos anticorpos séo excepcionaimente aftos, a
inibicdo resultante pode exceder o nivel fisiolégico e alguns passos do

mecanismo de transdugdo podem ser interrompidos (GLEICHER et al., 1992).

Dentre os AAF, 0 ACL e o anticoagulante lupico (ACGL) destacam-se na
literatura por suas associagdes com eventos clinicos e obstétricos deletérios, como sera

visto a seguir,



1.2. O anticorpo anticardiolipina

A cardiolipina & um fosfolipide carregado negativamente com duas

cadeias unidas por uma ligag&o glicerol (BROWN, 1991);

o
il

0-C-P-0

I P

FA-C HO-C o) C

| I I
C 0o ¢ C - FA

| o |
C-0-P-0 C - FA*

*FA - acido graxo

O ACL foi inicialmente estudado em pacientes iUpicas. O RIE para sua
deteccdo mostrou ser um teste com bom valor preditivo para eventos fromboticos
no  lupus  eritematoso  sistémico (LES) e doencas relacionadas. Foram
identificadas a IgG, IgM e IgA, mas a importdncia destas classes de
imunogiobulinas era desconhecida (HARRIS et al, 1983). Além dos eventos
trombaticos, a ocorréncia de sofrimento fetal também fol associada 30 ACL em
pacientes lupicas, com sugestdc de que ele reagiria com antigenos placentarios,

inibindo © crescimento da placenta e o transporte de nutrientes (LOCKSHIN et al |



1985).

Quando pacientes com positividade para ACL foram agrupadas
segundo os titulos em altamente positivos, fracamente positivos e normais, foi
encontrada forte correlacio estatistica entre tfrombose, perda fetal recorrente e
trombocitopenia e titulos atamente positivos (HARRIS et al., 1986). Este estudo
mostrou também que o ACL pode ser importante no rastreamento de grandes
populagbes de pacientes com doengas auto-imunes quanio ao risco para aquelas

condigbes patoidgicas.

Ha descrigles da sindrome antifosfolipide primaria {em pacientes sem
critérios diagnosticos para LES), cujas principais manifestacbes clinicas foram
trombose venosa e/ou arterial, rombocitopenia, aborto recorrente e comptlicagdes

neurologicas (ARTHURS et al., 1994).

Os niveis de ACL em pacientes sem evidéncia clinica de LES ou outras
doengas auto-imunes que evoluiram com dbito fetat foram significativamente mais
altos do que em pacientes que tiveram pelo menaos um filho nascido vivo saudavel

e a termo (BOCCIOLONE et al.,, 1984).

A incidéncia dos AAF em gestagbes normais varia de 0% a 22%
(TRIPLETT, 1982). Séries retrospectivas e prospectivas de gestantes com AAF
demonstraram claramsnte que a freqUéncia de morte fetal é mais alta em
mutheres com positividade para estes anticorpos (LOCKSHIN et al., 1990),
principaimente cor o ACL do tipo igG (LYNCH et al., 1994). Dentre os estudos
prospectivos usando os mesmos critérios para dosar AAF, HARRIS et al. (1986)
mostraram retacao direta entre a quantidade do anticorpo e a ocorréncia de morte

fetal



Entre os testes utilizados para a deteccdo dos AAF, o ACL é
geraimente aceito como o mais sensivel e facil de se realizar (LOCKSHIN, 1987
HARRIS, PHIL, SPINNATO, 1991). Estudando 737 mulheres saudaveis,
LOCKWOOD et al. (1989) encontraram associacdc entre resuitados positivos
para ACL e recém-nascidos com baixo peso ou abortos espontaneos. Entretanto.
em 1.449 gestantes saudaveis, HARRIS et al. { 1891) encontraram prevaiéncia de
1,79% para ACL-IgG e 4,3% para ACL-IgM, sem associacdo com resuftados
gestacionais adversos. Eles ndo recomendaram que o teste fosse feito em

mulheres saudaveis, mas apenas quando havia alto indice de suspeita clinica.

Os titulos do ACL podem variar durante a gestacdo (COWCHOCK et
al, 1984), e sua ascensdc parece estar relacionada a pior prognastico
gestacional (KWAK et al., 1994). Resuitados positivos durante a gravidez devem

ser confirmados apos intervalo de seis a oito semanas (HARRIS, 1987).

O isotipo do anticorpo tem importancia clinica e deve ser avaliado. A
presenca de altos titulos de IgG parece ser mais significativa do que os titulos de
igM na identificacio de muiheres com risco para abario (HARRIS, 1887; PARKE,
WILSON, MAIER, 1991). Quantc mais alto o nivel de ACL-IgG, maior o valor
preditivo e a especificidade do teste (HARRIS et ai., 1986). Em um estudo de 243
mulheres com antecedente de dois ou trés abortos espontaneos, o ACL-IgG foi o
antifosfolipide mais frequente (MacLEAN et al., 1994). Altos titulos do anticorpo
IgM n&c conferem mau prognéstico isoladamente. LOCKSHIN et al. {1980)
relataram pacientes que apresentaram IgM sem IgG e que tiveram nascidos vivos.
Jé LOCKWOOD et al. (1986), estudando pequenc numero de mulheres,
demonstraram a producdo exclusiva de ACL-IgM associada a retardo de
crescimento intra-uterino (RCIU), o que foi confirmado por SILVEIRA &

ESPINOZA (1943). Os anticorpos igM podem estar envolvidos na patogénese do
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RCIU idiopatico através da inibigdo do complexo endotelial trombomodulina-

proteina C (FREYSSINET et al., 1986).

Através desses achados, n&o & inconveniente considerar que o ACL
parece estar, de alguma forma, relacicnade com resultados gestacionais
adversos. A maneira pela qual esta relacio se faz ainda ndo esta esclarecida,

sendo fundamental a elaboracdo de estudos nesta direcao.

1.3. O anticoagulante lipico

CONLEY & HARTMANN (1952) detectaram um prolongamento
inexplicave! dos testes de coagulagdo em alguns pacientes. Realizando uma
mistura de quatro partes de soro de paciente pobre em plaguetas e uma parte de
soro normai, foi notada a presenca de um anticoagulante ou inibidor especifico
circulante. Em 1954, BEAUMONT® descreveu a primeira associagdo entre perda
fetal recorrente e a presenca de um anticoagulante. Em 1955 também foi descrito
tal anticoagulanie em uma paciente com resuftados cronicamente falso-positivos
para sifilis (FRICK, 1955). Mais tarde, foi encontrada associacdo entre anticorpos
circulantes e episddios de trombose (BOWIE et al., 1963). Em 1872, foi proposto
o termo "anticoaguiante iGpico”, pois 0 anticorpo havia sido descrito inicialmente
em pacientes portadoras de Iipus eritematoso sistémico. Ele foi definido como
‘imunoglobulina que interfere com um ou mais testes de coaguiacso
lipide-dependentes, como o tempo de tromboplastina parciaimente ativado
(TTPA) e o tempo de protrombina (TP)" (FEINSTEIN & RAPAPORT, 1972). O

ACGL liga-se a epitopos na porgao fosfolipidica da protrombinase (Um complexo

z BEAUMONT, J.L apud TRIFLETT, D.A. Obstetrical complications associated with antiphospholipid

antibodies. In: COULAM, CB., FAULK, W.P.: McINTYRE, J.A., eds. - immunological obstetrics, 1.
ed. London: Norton Medical Books, 1982, p. 375,
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dos fatores X ativado, V ativado, fosfolipides e calcio) (FEINSTEIN, 1985). Notouy-
se que pacientes com o ACGL ndo apresentavam maiores sangramentos do que
pacientes sem ele, mas sim uma predisposicéo a fendmenos fromboembdiicos
(LOCKSHIN et al., 1990). Entretanto, o termo “anticoaguiante lipico” ja estava

difundido na literatura e persistiu,

A demonstracdo da presenca do ACGL depende do tipo de reagente
utilizado na pesquisa (MANUCCI et al,, 1979). Em termos praticos, o ACGL faz
com que testes rastreadores, como o TTPA e o tempo de coagulacdo {TC), sejam
anormais (LOCKSHIN et al., 1990). Por isso, vérios produtores de reagentes para
TTPA tornaram seus produtos insensiveis ao ACGL. Atualmente, devido 3
importéncia que estes anticorpos vém adquirindo, os laboratorios voitaram a

permitir que seus reagentes os identifiquem (TRIPLETT, 1092},

Muitos dos casos de positividade n3o sdo encontrados em pacientes
com evidéncia de doenca auto-imune, mas sim com histéria de exposicio a
drogas (clorpromazina, procainamida, hidraiazina, gquinidina, antibidticos,
fenitoina), de infecgOes bacterianas, por protozoarios (F. cariniiy e virais (AIDS), e
de doengas linfoproliferativas (leucemia, linfoma, macroglobulinemia) (TRIPLETT,

1992).

Sugere-se também que uma gamopatia monocional benigna por g
possa representar parte de uma sindrome envolvendo o ACGL e AER
(GLEICHER & FRIBERG, 1985). A relevancia destas gamopatias monoclonais
nas perdas gestacionais ainda ndo esta bem estabelecida. Entretanto, sio
sugeridas a eletroforese sérica e a imunoeletroforese como parte da avaliac&o de
casais com AER, nos guais ha suspeita de etiologia auto-imune (GLEICHER &

FRIBERG, 1985).
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Os AAF, 0 ACGL e os testes bioldgicos para sifilis frequentemente sao
positivos na mesma paciente, variando a concordancia entre 0% e 50%. Os niveis
de ACGL podem flutuar durante a gestacéo (LOCKSHIN et al., 1990). Pacientes
com ACGL persistentemente elevado tém alto risco para eventos tromboticos
Venosos e/ou arteriais e perda gestacional (TRIPLETT, 1992). Nas gestacdes em
que o ACGL estd presente, ndo sdo raras as complicagbes que levam a
prematuridade ou RCIU (TRIPLETT, 1992). LUBBE, WALKOM ALEXANDER
(1982) descreveram o caso de uma paciente toxémica portadora do ACGL que
evoluiu com obito fetal, tromboses em membros inferiores e hemorragia hepatica

e esplénica como complicagbes.

Alguns investigadores sustentam gue o ACGL e o ACL s3o
manifestacbes do mesmo anticorpo, apesar da maioria concordar gue eles
diferem entre si (TRIPLETT et al,, 1988), a despeito de poderem apresentar as

masmas complicagtes clinicas (PATTISON et al., 1993; KAMPE, 1994).

GLEICHER & FRIBERG (1985) mostraram forte associacio entre a
presenca do ACGL e perda gestacional recorrente. A presenca simultdnea do
ACGL e de outros AAF parece ter maior associagdo com abaorios precoces

(McLEAN et al., 1994).

1.4. A sindrome antifosfolipide

A sindrome antifosfolipide (SAF) foi descrita pela primeira vez por
HUGHES, em 1983, e consistia em: trombose arterial e/ou venosa, Coombs direto
positivo,  trombocitopenia, livedo reticular e complicagdes obstétricas,
principalmente ¢ obito fetal de segundo trimestre. Esta sindrome foi dividida em

primaria ou secundaria, conforme sua combinacdo ou ndo com outras entidades
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clinicas, principaimente o IUpus eritematoso sistémico (ASHERSON & CERVERA,
1994},

Os eventos trombéticos costumam surgir em pacientes jovens, muitas
vezZes saudaveis, mais freqlientemente como  acidente vascular cerebral
trombdtico ou trombose periférica arterial ou venosa. As fromboses aparecem em
intervalos de tempo imprevisiveis. mesmo ancs, em pacientes com niveis
constantemente elevados de AAF. Altos niveis do ACL da classe IgG sic

considerados fator de risco para trombose (MOLTA et al,, 1993).

Uma grande variedade de eventos neuroldgicos, além do acidente
vascular cerebral, ocorre em pacientes com SAF: coréia, neuropatias focais e
uma mielopatia desmielinizante incomum, conhecida como "esclerose lupdide” ou
“neuropatia jamaicana”. A combinac@o de acidente vascular cerebral e livedo
reticular € conhecida como sindrome de Sneddon. Biopsias mostraram capilares e
pequenas veias ocluidas por trombos de fibrina, fornecendo forte indicio de gue
uma coagulacao microvascular anormal seria o centro da patcgénese (LOCKSHIN
et al,, 1990). Na coréia gravidica a fisiopatologia é desconhecida, embora haia
alguma evidéncia sugerindo que os AAF reagem com lipides do sistema nervoso

central (LUBBE & WALKER, 1983; BRANCH et al 1985).

A trombocitopenia também ocorre comumente em pacientes com SAF,
Geralmente é leve, com plaguetas variando de 75.000 a 150.000, néo
necessitando de tratamento (LOCKSHIN et al., 1990). Questiona-se o
envolvimento de uma glicoproteina de membrana das ptaquetas na antigenicidade

para 0s AAF (MOISE, 1991).

A pré-eclampsia de instalagéo precoce também foi associada & SAF:
em 43 pacientes com pré-ecldmpsia grave, previamente as 34 semanas de

gestacao, 16% tinham elevacdo significativa de AAF. Destas pacientes, trés
13



sofreram complicagdes periparto importantes: infarto cerebral, embolia puimonar e
rombose venosa profunda, cegueira monocular transitéria e amnésia pés-parto

(BRANCH et al., 1985),

A vasculite é uma manifestacdo rara da SAF, geraimente descrita em
arterias periféricas. A vasculite renal entretanto, foi observada pela primeira vez
em 1994, em uma paciente com histéria de AER e positividade para ACL-IgG. Ela
apresentou faiéncia renal aguda e pré-ecldmpsia grave no segundo trimestre da
gestacdo. A vasculite renal foi autolimitada (ALMESHARI, ALFURAYH,
AKHTARM, 1994).

Recentemente, foram citadas manifestacfes audiovestibuiares da SAF
com faléncia aguda do 6rgéao, em uma paciente com AAF e com LES, e em outra
paciente com a SAF primaria (VYSE, LUXON, WALPORT, 1994), mostrando que

os AAF podem servir como marcadores para varias condigbes patoldgicas.

Descreveu-se também uma sindrome pos-parto associada aos AAF,
consistindo em doenga pleuro-respiratoria, febre, manifestacdes cardiacas e
renais. Uma das pacientes descritas desenvolveu miccardiopatia e outras duas
apresentaram trombose quatro semanas ap6s o parte (KOUCHENOUR et al.,
1987). Sugere-se que a sindrome seja a exacerbacdo de um processo auto-imune
subclinico  preexistente, funcionande os AAF  como  seus marcadores

(KOCHENOUR et al., 1987; KUPFERMINC et ai., 1994).

As complicacdes da SAF no ciclo gravido-puerperal podem ser graves.
HOCHFELD et al. (1994) relataram um 6ébito materno no periodo pds-parto por

fromboses multiplas em uma paciente portadora de ACL da classe fgG.

Quanto as complicagcbes neonatais, FRICK relatou, em 1955, a

passagem transplacentaria de fatores anticoagulantes passivamente adquiridos.
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Como os AAF geraimente sao da classe lgG, a passagem placentaria pode ser
antecipada (LECHNER, 1974). SHERIDAN-PEREIRA et al. (1988) descreveram
um caso de trombose adrtica no recém-nascido de uma paciente portadora de
ACGL. Ha outros relatos de tromboses neonatais em criangas nascidas de maes
com AAF. Em um dos casos, o recém-nascido apresentou tromboses na aorta,
artéria renal esquerda, artéria cerebral média e seio sagital superior, a despeito
do tratamento materno com prednisona e aspirina {TABUTT, 1994). A trombose
clinica & um risco para recém-nascidos de mulheres com AAF durante a gestacao.
Assim, estas criancas deveriam ser submetidas & pesquisa de AAF,

principalmente o ACL e 0 ACGL (SHERIDAN-PEREIRA et al., 1988).

A melhor maneira para monitorizar a vitalidade fetal em gestacdes de
mulheres com SAF ainda ndo foi estabelecida, mas CARUSO et al (1993)
sugeriram a avaliacdo dopplerfluxométrica das artérias uterinas para prever o

risco de complicagbes obstétricas.

Foram relatados trombose, necrose extensa e infarto em placentas de
pacientes com AAF (DE WOLF et al., 1982: OUT et al.. 1992: INBAR ot al., 1993;
SILVER et al, 1994). Bidpsias realizadas em placentas de mulheres com LES e
AAF mostraram vasculite das artérias espiraladas, infiltrado inflamatério
perivascular, deciduite (ERLENDSSON et al, 1993) e hipertrofia da camada
média (BARROS, 1994).

Na fisiopatologia da insuficiéncia ou infarto placentario vistos com AAF,
é proposta a producao diminuida de prostaciclina {TRIPLETT, 1892) ou resposta
diminuida da liberacéo de prostaciciing pela estimuiacao da trombina (SILVEIRA
et al, 1992) As células endoteliais metabolizam o acido aracddnico via
cicloxigenase para prostaciclina. As plaquetas, ao contrario, metabolizam o Acido
aracddnico em tromboxano A2. A prostacicling € um potente vasodilatador e
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inibidor da agregacgdo plaguetaria, enquanto o tfromboxano tem efeitos Oposios.
Portanto, & diminuicdo da prostaciclina predisporia & trombose via agregacio

plaquetaria e vasoconstricao (TRIPLETT, 1992).

O estudo anatomopatolégico de placentas de gestantes gue haviam
abortado mostrou que a necrose e o infarto placentérios assoclavam-se
significativamente com a presenca de AAF, se comparado com o estudo de
placentas de muiheres que nao tinham positividade para estes anticorpos (OUT et

al, 1992).

Foram sugeridos varios outros mecanismos para as alteracbes
placentarias encontradas, coma fibrindlise diminuida e diminuicdo da antitrombina
I (INBAR et al., 1993), mas o mais consistente enire eles & a dimiéuigéo da
ativagao da proteina C (TRIPLETT, 1992). A proteina C é ativada na membrana
endotelial pela formagéo de um complexe entre a trombina e uma glicoproteina de
membrana chamada trombomodulina. Esta reacdo é dependente de fosfolipides e
calcio, sendo que 0s AAF podem impedi-la. A placenta é particularmente rica em
trombomodutina (TRIPLETT, 1992). A deposigdo de imunocomplexos ou a ligagéo
direta dos anticorpos pode iniciar as alteragbes inflamatérias nos vasos deciduais,
mas um mecanismo mediado por células T também pode ser impoertante, sendo os

anticorpos do soro marcadores de taf atividade (ENLERDSSON et al., 1993),

1.5. AAF e abortos recorrentes

A incidencia dos AAF em pacientes com histdria de AER varia de 7,.7%
a 42,4% (TRIPLETT, 1992). O que distingue pacientes que tém complicacdes
daguelas que ndc as tém é geralmente desconhecido, ndo é o isétipo, a
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especificidade fina do anticorpo ou a coexisténcia de outros anticorpos
(LOCKSHIN et al,, 1990). O antecedente de trés ou mais abortos e a presenca do
ACGL s&o importantes para prever a perda fetal (OUT et al., 1992), O risco de
nove aborto em mutheres com AAF e perda fetal prévia é desconhecido,

entretanto provavelmente excede os 60% (BRANCH et al., 1992).

Foram citadas varias possiveis associacfes entre AER e a presenca de
AAF, principaimente do ACL (HARRIS et al, 1986, BARBUI! et al, 1988
LOCKSHIN et al, 1990). Existe evidéncia de que o ACL & diretamente
responsavel por resultados gestacionais adversos, incluindo os abortos
esponténecs (TRIPLETT, 1892). Parece haver um desarranjo imune nas
abortadoras recorrentes, @ o marcador mais representativo desta afteracéo é o

ACL (KONIDARIS et al., 1994).

A literatura sugere fortes indicios da associaca@o entre AAF e AER, mas
persistem duvidas quanioc so real valor preditive dos anticorpos para perda
gestacional. Os AAF podem estar presentes em gestagbes normais, & muiheres
com estes anticorpos podem ter gestactes bem-sucedidas, mesmo com sua

persisténcia (LOCKSHIN et al., 1990).

Enfretants, mutheres com trés ou mais abortos esponténeos mostraram
incidéncia significativamente mais alta de AAF do gque muitiparas saudaveis. Ha
um aumento de 15% na incidéncia destes anticorpos a cada perda gestacional
sucessiva, isto sugere que a faléncia da unidade feto-placentaria pode liberar

fosfolipides que séo auto-antigénicos para a paciente (KWAK ef al., 1994).

Os niveis dos AAF podem variar com o decorrer da gestacdo. Algumas
pacientes t&m niveis persistentemente elevados e, em oufras, eles flutuam

durante a gravidez (LYNCH et al., 1994). Pacientes com niveis persistentemente
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elevados tém maiores riscos de complicagdes (OUT et al,, 1992). KWAK et ai.
(1994) mostraram que muiheres que abortaram espontaneamente tiveram
aumentecs dramaticos nos titulos dos AAF, se comparadas com mulheres que
tiveram nascidos vives. No Gltimo grupo, os titulos permaneceram estaveis ou

decresceram logo no inicie da gestacio.

Aparentemente nao ha justificativa para realizar a pesquisa de AAF em
todas as gestantes. Nao foi encontrada diferenga significativa em dosagem
isolada no inicio da gestagdo nos niveis de ACL entre mulheres que evoluiram
para aborto espontéanec pela primeira vez € mulheres que tiveram nascidos vivos

(INFANTE-RIVARD et af., 1991).

O desenvolvimento da tolerancia imunoldgica materna em relacdo ao
feto é controverso, uma vez que ele é portador de carga antigénica de origem
paterna estranha ao organismo da mae. A literatura evidencia que alteragfes na
tolerancia imunologica materna podem ter relacdo com a ocomréncia de AER,
descritas como de causa aloimune (BEER et al., 1981). Ha também evidéncias de
auto-articorpos envolvidos neste processo (FIRKIN, HOWARD, RADFORD, 1980;
LUBBE et al., 1984; BRANCH et al., 1985; FEINSTEIN, 1985 LUBBE, PATTISON,
LIGGINS, 1985).

O mecanismo imunoiégico implicado no aborto depende do tempo de
gestacdo em gue 0 processo acontece. Do periodo de pré-implantag&o até o seu
final (13" dia), 0 mecanismo mediado por células {potencial etiologia aloimune) é
responsavel. Apos a implantagdo, quando ja ocorreu a penetracdo do blastocisto
no estroma e a reagao decidual, 0 aborto pode ser mediado por células cu por
mecanismo humoral. Neste, ha producéo de anticorpos conira 0s antigencs de

histocompatibilidade ou mesmo uma alteracéo auto-imune levando a produgéo de
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anticorpos (GIACOMUCC] et al., 1894).

Tanto a aloimunidade quanto a auto-imunidade maternas podem estar
envolvidas neste processo. A tentativa de tratamento por imunizacdo com células
paternas ou de doador mostrou resultados favoraveis (MOWBRAY et al., 1985

BARINI, KWAK-KIM, BEER, 1394).

GEVA et al {1994), estudando pacientes inférieis submetidas 3
fertilizac&o in vifro (FIV) & posterior transferéncia de embrido (TE), encontraram
uma porcentagem significativamente maior de posiiividade para ACL e ACGL em
mulheres nas quais ocorreu falha de implantagdo do que naquelas que obtiveram
sucesso. Eles sugeriram a pesquisa rotineira dos AAF em pacientes submetidas 3

Five TE

1.6. AAF e terapéutica

A necessidade de tratamento para mutheres portadoras de AAF
permanece como duvida (OUT et al., 1982). Questiona-se o uso profilatico de
corticosterdides ou outras formas de terapia para prevenir a perda fetal
(TRIPLETT, 1992). Todavia, em relatos de pacientes com AAF e AER & terapia
foi aparentemente benéfica em alguns casos cuidadosamente selecionados
(ROSOVE et al, 1980; TRIPLETT, 1992), mas ndo em outros {(LOCKSHIN,
DRUZIN, QAMAR, 1989, OUT et al, 1992). A terapia imunossupressora para
tratamentoc de AER associado aos AAF foi sugerida pela primeira vez por
NH.SSON et al. (1975). LUBBE et al. {1983) notaram a possivel eficacia da
aspirina em baixas doses, juntamente com a prednisona. Por outro iado, foi
mostrada incidéncia aumentada de baixo peso ao nascer em muiheres com AAF
tratadas com prednisona em altas doses duranie a gestacdo (OUT et al., 1992),
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Se é verdade que 0 ACL realmente tem relac@o com a ocorréncia de
irombose e perda fetal recorrente, a reducdo de seus niveis com esterdides ou
imunossupressores poderia teoricamente diminuir 0 risco destes eventos.
Contudo, a resposta dos niveis de ACL a terapia com esterdides ou

Imunossupressores nao & previsivel {(HARRIS et al., 1986).

A primeira série de pacientes portadoras de ACGL tratadas com 40 a
60mg de prednisona e 75my de aspirina por dia fol relatada em 1983. Cinco em
seis pacientes tiveram supressdo do anticorpo e deram & luz nascidos vivos
(LUBBE et al, 1983). A aspirina promove inibigdo seletiva da sintese de
tromboxano A2, prevenindo a frombose de pequenas veias (TRIPLETT, 1982). Foi
sugerido ¢ inicio do usc da prednisona & aspirina no fim do primeiro trimestre,
com aumento da predniscna a cada duas semanas, enquanto os pardmetros de
coaguiacdo nado voltassem ao normal (LUBBE et al., 1983). Em uma série de oito
pacientes firatadas com prednisona, cinco desenvolveram pre-eclampsia,
levantando a questdo sobre o desenvolvimento de complicagdes relacionadas ao
uso de corticosterdides (BRANCH et al., 1985). Em outra série de 11 casos de
SAF tratados com prednisona, em doses progressivamente menores, associadas
a aspirina, foram notados: alta taxa de gestagfes bem-sucedidas; baixa
freqiiéneia de complicactes; e melhores resultados perinatais. Os titulos de
anticorpos decresceram marcadamente durante o tratamento (SILVEIRA &t al,

1992).

HARRIS et al. (1986) sugeriram que pacientes com trombose e
positividade para ACL devem receber anticoaguiantes orais ou antiagregantes
plaquetarios por longo tempo, & a terapia com esterdides deve ser reservada para
aquelas que apresentam frombose recorrente apesar da anticoaguiacio
adequada. Outras drogas imunossupressoras foram usadas, como a azatiopring,
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com pequeno risco de teratogenicidade (TRIPLETT, 1992).

Em 1984, utilizou-se, pela primeira vez, heparina com aspirina (LUBBE
et al., 1984). A heparina ndo cruza a placenta e, provaveimente, ndo atinge o feto,
O uso prolongado € associado & osteoporose materna (TRIPLETT, 1992).
Estudos em cobaias sugerem melhores resultados com o uso de heparina de
baixo pesa molecular (INBAR et al., 1993). A heparina inibe a ligagdo dos AAF
aos fosfolipides no ELISA. Isto aparentemente envolve uma interacdo entre a

heparina e os AAF (McINTYRE et ai., 1893).

Recentemente, foi sugerido o tratamento de pacientes que t&m AER e
sac positivas para AAF com o0s acidos eicosapentaendico (EPA) e
docosaexaendico (DHA), que sao componentes do 6leo de peixe, com resuliados
encorajadores {ROSSI & COSTA, 1993). Além disso, 0 uso de dipiridamo! ou
imunoglobulina humana infravenosa também j& foi relatado como tentativa
terapéutica (ENLERDSSON et al, 1993), assim como a plasmaférese {DIEZ-
EWALD, 1993).

Em resumo, a frequéncia de positividade dos AAF em mulheres com
AER é suficientemente alta para justificar a realizacdo dos testes em qualquer
muther com estes antecedentes. Assim, a pesquisa dos AAF em mulheres com

AER de causa inexplicada é essencial na abordagem atual do probiema.

No Brasil, ainda sdo raros os estudos que envolvem fatores
imunoldgicos em relacdo a aborto recorrente. E importante conhecer a freqaéncia
do ACL em pacientes que tém AER e nas que ndo o tem. Para isto foi realizade

aste estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Determinar a associat&o entre a presenca do anticorpe anticardicliping

(ACL) & o antecedente de aborto espontaneo recorrente (AER).

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Pesquisar, pelo método ELISA, a presenca de ACL em pacientes
com antecedente de AER e am pacientes gue tiveram pelo

menos uma gestacac bem-sucedida,

2.2.2. Comparar a freqiiéncia do ACL entre pacientes com antecedente
de AER e pacientes que tiveram pelo menos uma gestacio bem-

sucedida.

2.2.3. Comparar a frequéncia do ACL-igM entre pacientes com
antecedente de AER e pacienies que tiveram pelo menos uma

gestacéo bem-sucedida.

2.2.4. Comparar a frequéncia do ACL-IgG entre pacientes com
antecedenie de AER e pacientes que tiveram pelo menes uma

gestacio bem-sucedida.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selegéo dos sujeitos

Desenvolveu-se um estudo clinico controlado no pericdo de novembro
de 1993 a novembro de 1984, envelvendo, no Grupe 1, 52 pacientes do
Ambulatdrio de Aboric Recorrente do Departamento de Tocoginecologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, que apresentavam antecedente de

AER, ou seja, trés ou mais abortos esponténeos consecutivos.

No Grupo 2, foram incluidas no estudo 104 pacientes do Ambulatdrio
de Planejamento Familiar do Departamento de Tocoginecologia da Faculdade de
Cigncias Médicas da UNICAMP no mesmo periodo. Para compor este grupo, as
pacientes deveriam ter o antecedente de pelo menos uma gestacdo bem-
sucedida. Os critérios de exclusdo para o Grupo 2 foram: historia de AER, &bito
fetal de causa desconhecida, fendmenos tromboembdlicos, hipertensdo
gestacional, ma histéria obstétrica ou baixo peso ao nascer. O prazo maximo
entre o Gltimo parto e a data da coleta de sangue foi de dois anos; 0 prazo minimo

foi de seis meses.

As pacientes foram informadas sobre os objetivos ¢ metodologia do
estudo, e s6 foram admitidas quando concordaram, assinando um "Consentimento
Pés-Informacae” (ANEXO 3). Quando a paciente recusou-se a participar do
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astudo, foi oferecida participac@c a paciente que dsu entrada imediatamente

depois dela, nas mesmas condigbes.

Essas pacientes foram submetidas a coleta de 5 a 10mi de sangue de
veia periférica em frasco sem anticoagulante, com seringa e agulha descartaveis,
para pesquisa de ACL, utilizando-se a técnica descrita por TRIPLETT, BARNA,
UNGER (1993). Para a compra do material de laboratério e reagentes, foi obtido
um financiamento do Programa Latinc-Americano de Capacitacion e Investigacion

en Reproduccion Humana (PLACIRH - Ref.; CLAVE PLI - 134/93).

As pacientes admitidas no estudo continuaram seu seguimenio nos
Ambulatérios de Aborto Recorrente ou Plangjamento Familiar, sem alteracéo da

rotina de atendimento.

3.2. Técnica laboratorial

Teste: pesquisa de ACL no soro atraveés do Enzyme-Linked

immunosorbent Assay (ELISA).

3.2.1. Coleta e preparo do material bioldgico

Foram coletados 5 a 10mi de sangue atraves de iécnica-padrdo de
puncio de veia periférica em tubos com tampa, sem acitivos. Apés centrifugacao
do sangue a 16800rpm por dez minutos, o soro foi separado e, se ndo utilizado em
menos de 24 horas, congelado a -80°C ou abaixo. Evitou-se 0 uso de freezer
autodescongelante e a operagédo congela-descongeia. O volume minimo para

congelacdo foi de 200ul, sendo o volume otimo de 0,5ml.
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3.2.2. Reagentes

* Antigeno: Cardiolipina de coraga@o de bovino em etanol: Sigma C-1649
* Fosfatase alcalina conjugada anti-igG humana: Sigma
* Fosfatase alcalina conjugada anti-IlgM humana; Sigma
* P-nitrofenil fosfato Sigma substrato 104: Sigma 104-0
* Soro fetal bovino: Cuitilab

* Dietanolamina: Sigma

* Cloreto de magneésio (MgCl2): Sigma

* Azida sodica (NaN3): Riedel-de Haen

* Hidroxido de sodio (NaOH): Qeel

* Etanol PA: Grupo Quimica

* Cloreto de sédic (NaCl): Reagen

* Cloreto de potassio (KCI): Baker Analyzed Reszgonis

* Fosfato de sddio dibasico: Qesl

* Fosfato de potassio monobasico: Ecibra Reagentes Analiticos

3.2.3. Reagentes de trabalho
* Tampoes:
PBS - PH 7.2: fosfato de potassio monobasico - 0,20g/
fosfato de sddio dibasico - 1,15g/
cloreto de sodio - 8,009/
cloreto de potassio - 0,209/
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De blogueio: PBS contendo 10% de soro fetal bovino
Dietanotamina: dietanclamina - 100ml/|
azida sédica - 100mgf
cloreto de magnésio - 50mg/l
Ajustar ¢ PH para 8.8 com HCI
* Antigeno cardiolipina:
Solugado-mae: 5,0mg/ml
Seolugao-trabatho: 45ug/mi em etanol absoluto
* Soro de pacientes e controle; diluide 1:.50 em tampéo blogueador

* Reagente conjugado indireto: anti-igG e anti-igh diluidos em
tampéao bloqueador 1:1000.

* Substrato de reagao:
1mg de substrato: 1mi de tampao dietanolamina

* Solugéo Stop: NaOH 3M

3.2.4. Procedimento

0O revestimento das placas com o antigenc foi realizado um dia antes
da corrida do ensaio, pois o revestimento em periodo muito anterior poderia

causar quebra dos antigenos sobre a placa, com resultados menos fidedignos.

Apds a diluicdo do antigeno em etanol, foi imediatamente realizado o
plaqueamento. Foram colocados 30ul da diluicdo nos pogos em cada fileira, de A
a D, nas placas de ELISA O antigeno ndo foi adicionado na coluna 1,
parmanecende a mesma como coluna neutra ("blank™). Foram entéo adicionados

30ul de etanol acs pocos das fileiras £ a H da placa (Figura 1).
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Figura 1 - Placa para pesquisa do ACL
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As placas permaneceram secando por uma noite na geladeira, néo
empithadas, ndo cobertas. No dia seguinte, foram adicionados 100ul de PBS em todos os
pOgos, exceto os da coluna 1. Apds um minuto, o PBS foi entomado e a placa virada e
batida sobre papel-toalha, até que os pogos estivessem secos, Foram adicionados, entao,
2004l de tampdo blogueador em todos os pogos. Foram incubados & temperatura
ambiente por uma hora e meia. Este passo foi realizado para bloquear sitios da placa de

poliestireno, prevenindo ligagdes ndo-especificas da imunogiobulina.

Apés o tempo de incubac@o, o reagente blogueador foi entornado, e a
placa foi exaustivamente batida sobre o papeltoalha. Foram entdc colocados
200pi de PBS em todos os pocos e, apds um minuto, o PBS foi entornado. As

placas foram novamente batidas, para que os pogos ficassem secos,

Depois disso, foram colocados 50t da diluico dos soros das pacientes e
controle nos pogos apropriados, ensaiando-se dez pacientes por placa. As placas foram
incubadas por duas horas em temperatura ambiente e empilhadas para evitar a

eVAPOragao.

As placas foram entac entornadas e lavadas trés vezes com PBS (200ul
por pogo). Foram novamente batidas para secar completamente. Depois de secas as
placas, foram adicionados 50yl por pogo do reagente conjugado indireto do anticarpo
diluido em todas as placas, deixando a coluna neutra vazia: IgM nas fileiras A, B F e
F, e IgG nas fileiras C, D, G e H. Apds incubacdo por uma hora em temperatura
ambpiente, as placas foram novamente lavadas por frés vezes com PBS, 2004l por
pogo, & batidas para secar completamente, Foram colocados 50ul de substrato em
todos 0s pogos, incluindo os pocos da coluna neutra. As placas foram entdo
incubadas a 37°C por 30 minutos no escuro, e a reagée fot interrompida pela adicio
de 50l da solugho stop em todos 0s pogoes. A leitura foi realizada no leitor de placa

de marca Tibertek na densidade optica de 405nm.
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3.2.5. Controle de qualidade

Utilizou-se soro de paciente com densidade éptica alta como controle
positive, com concentragbes pré-determinadas de igM e IgG, adquiridos de

HARRIS (ANEXO 5).

Um doador saudavel normal foi usado como controle negativo. Varias
amosiras diferentes do soro de pacientes foram usadas para assegurar a validade

do enssio.

O soro-controle foi pesquisado tanto para IgM quanto para IgG, com o
objetivo de avaliar: a técnica de revestimento do antigenc sobre cada placa; os
anticorpos conjugados; a técnica de pipetagem; o método de lavagem: o substrato

e o tempo de incubagao e temperatura.

3.2.6. Interpretacdo dos resultados

Foram encontrados quatro tipos de resultados. negativo, intermedidrio,
positive e altamente positivo, de acordo com o valor do ponto de corte
estabelecido. Parg a determinacio do valor do ponto de corte (IgG e IgM), fez-ge
um ensaic com 40 doadoras normais, saudaveis & n&o-gravidas. Foi obtida a
densidade Optica (DO) para cada doador, calculando-se a média e o desvio-

padrao (DP) do grupo.

0O valor de densidade optica de cada paciente foi comparade com os
valores dos pontos de corte estabelecidos com ¢ ensaic de doadores normais. O
resuitado foi considerado intermediario quando a DO da pacients estava entre 2 e
3 DP do valor do ponto de corte pardmetro. Quande o valor da DO da paciente foi
maior do que 3 DP, o resuitado foi considerado positive. Valores maiores que 7
DP foram considerados altamente positivos e valores abaixo de 2 DP, acima do
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valor do ponto de corte, foram dados como negativos.

O valor de densidade 6ptica a partir do qual o ACL-IgM foi considerado
presente foi de 0,17nm (Figura 2). Para o ACL-IgG, o valor de corte foi de 0,20nm
{Figura 3).
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Figura 2 - Interpretaciio dos resultados - ACL-IgM
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Figura 3 - Interpretaciio dos resuitados -
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3.3. Variaveis em estudo

3.3.1. Variavel independente

Anticorpo  anticardiolipina:  1munoglobulina que reage contra a
cardiolipina, um fosfolipide carregado negativamente. Sua presenca foi definida

coma identificacéo do anticorpo IgG ou IgM especifico, pelo método FLISA.

3.3.2. Variavel dependente

Aborto espontaneo recorrente: antecedente de irés ou mais abortos
espontAnecs consecutivas, ou seja, eliminagdo por via vaginal de feto com peso
inferior a 500g efou idade gestacional inferior a 20 semanas, com ou sem sinais
de vitalidade, comprovados por curetagem uterina ou exame anatomopatoldgico

do material.

3.4. Definicao de conceitos

Gestacado bem-sucedida: gestacdo cujo parto de um nascido vivo ienha
ocorride apos 37 semanas de idade gestacional ou com peso maior que 2500g &

gue ndo tenha evoluido para obito antes de 28 dias de vida.

Obito fetal: desaparecimentc de gualquer sinal de vitalidade fetal
anteriormente existenie, apds 20 semanas de idade gestacional e/ou peso maior

que 500g.

Fendmeno tromboembdlico: obstrucdo total ou parcial de veia ou
artéria por trombo com compromeatimento circulatédrio loco-regional, com ou sem a

liberac&o de émbolos para a circulacéo.
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Hipertensdo gestacional: hipertensdo desenvolvida na gestacdo em
paciente anteriormente normotensa, cujos niveis ultrapassem os valores de

130/90mmHg.

Ma historia obstétrica: antecedente de trés ou mais perdas de fetos

com mais de 20 semanas de idade gestacional e/ou peso maior que 500g.

Baixo peso ao nascer: peso inferior a 25009, imediatamente apds o

nascimento.

3.5. Coleta de dados

Na admiss&c ao estudo, foi preenchida, pela pesquisadora, uma ficha
individual para cada paciente (ANEXO 1 para o Grupo 1 & ANEXO 2 para o Grupo
2), a qual foi complementada posteriormente com os dados relatives a exames

laboratoriais.

As fichas foram arquivadas segundo o numero da paciente no estudo,
tendo as pacientes do Grupo 2 o mesmo numero da paciente do Grupo 1,
acrescido de 1000 para o primeiro e 2000 para o segundo. Assim, a paciente

numero 1 teve como correspondentes no Grupo 2 os numeros 1001 e 2001.

3.6. Tamanho da amostra
Fara o calcuio do tamanho da amostra, foram utilizadas as incidéncias
do ACL na populagdo geral e nas pacientes com AER descritas na literatura.

Para o calculo da incidéncia do ACL na populagdo geral, foi feita a

media das incidéncias descritas em sete trabalhos selecionados segundo a
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metodologia utilizada (HARMON, LEE, PROVOST, 1986; BRANCH, 1987
SCOTT, ROTE, BRANCH, 1987, McHUGH, KOMANN, BLAND, 1988; PATTISON,
CHAMLEY, McKAY, 1988, LOCKWOOD et al., 1989 HARRIS et al, 1991). A

média encontrada fol de 5.5%.

Para o calcuio da incidéncia do ACL nas pacientes com AER, foi usada
a mesma metodologia (CLAUVEL et al, 1986, COWCHOCK SMITH, GOCIAL,
1986, LOCKWOOD et al, 1986; PETRI et al., 1987, UNANDER et al, 1987
BARBUI et al,, 1988, TCHOBROUTSKY, 1988). A média encontrada foi de 22.6%.

Foram entdo utilizadas as duas médias para o calculo do tamanho

amostral através do programa EPI INFO versao 5.00.

Utitizando o Erro Tipo | de 0,05 e Erro Tipo 1T de 0,20, foi encontrado
um n=156. Considerando uma paciente do Grupo 1 para duas do Grupo 2,
estudaram-se respectivamente 52 e 104 pacientes, com um total de 156

mulheres,

3.7. Processamento e analise dos dados

Foi criade um banco de dados para armazenar as informacdes
coletadas e os resuitados de exames no programa "Data Entry" do software EPI-

INFO versao 5.00.

A andlise estatistica foi feita através dos testes de Qui-Quadrado e
Teste Exato de Fisher para o estudo da associagio entre a presenga do anticorpo
anticardiolipina e 0 antecedente de aborto recorrente. Além disso, foi utilizado o

taste t de Student para comparacdo de meédias de varidveis continuas.
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Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando os programas

"Statcalc” e "Anaiysis" do software EPILINFO vers&o 5.00.

As diferengas entre as varidveis foram consideradas estatisticamente

significativas quando o p foi menor que 0,05.

3.8. Aspectos éticos

As pacientes selecionadas para ¢ estudo foram informadas sobre os
objetivos e metodolegia da pesquisa, podendo ou ndo aceitar participar, sem

constrangimento ou modificacdo de sua assisténcia meédica.

Apds a informacéo, através da qual as pacientes souberam gque seria
colhido sangue para um exame que ndo faz parte da rotina atual do Servigo,

aquelas que aceitaram participar assinaram um "Consentimento Pos-Informagéo”.

A coleta foi feita durante o atendimento ambulatorial, sendo retirada
quantidade de sangue (5 a 10ml) ndo prejudicial a satde da paciente. Nao houve

necessidade de mudanga da rotina de atendimento e nem 6nus para a paciente.

As fichas das pacientes foram identificadas por um anexc (ANEXO 4),
no qual constavam nome, HC, numero no estudo e data. Apos a coleta de todos
os dados, estes anexos foram eliminados, persistindo nas fichas apenas o nimero

da paciente no trabaltho, sem a sua identificac&o.

Como estava sendo instalado o laboratdrio e implantada a técnica para
a dosagem dos anticorpos antifosfolipides, o0s resuitados foram liberados
tentamente. Foi solicitado as pacientes do Ambuiatorio de Aborto Recorrente que

realizassem ¢ exame em outros laboratérios qualificados para tal, para que a
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assisténcia pudesse ser realizada mais prontamente, com maior seguranga nos

resultados.

Foram guardados os principios enunciados na Declaracdo de Helsinki,

emendada pela 35 Assembleia Médica Mundial, em Veneza, ltélia, em 1983,
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4. RESULTADOS

A media de idade e numerc de gestacfes das pacienies estudadas
pode ser vista na TABELA 1. Pdde-se notar que as pacientes do Grupo 1 eram
mais velhas do que as do Grupo 2. e esia diferenca foi estatisticamente
significativa. As pacientes do Grupo 1, que tinham pelo menos trés abortos
anteriores, apresentaram um numero de gestacdes significativamente maior do

gue as pacientes do Grupo 2.

TABELA 1

Média de idade e niumero de gesta¢des das pacientes, segundo
o grupo de estudo

Caracteristica

Grupo 1 Grupo 2 t
ldade 28,0 257 0,000732
Gestacbes 421 2,34 <(3,0000001
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Quanto a distribuigdo percentual das pacientes segundo a idade
(TABELA 2), notou-se gue a maioria delas encontrava-se na faixa de 21 a 30
anos. Das pacientes do Grupo 1, 442% tinham mais de 30 anos, enquanto

apenas 19,2% das pacientes do Grupo 2 estavam nesta faixa etéria.

TABELA 2

Distribuicdo percentual das pacientes estudadas por idade, segundo
grupo de estudo

idade {(anos) Grupo 1 Grupo 2 D
16-20 3.9 16,4 0,00008
21-30 51,9 64,4
31-42 44,2 19,2

{n) {52} {104)
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A media de abortos anteriores das pacientes do Grupo 1 foi de 3,75,
variando de 3 a 8. No Grupo 2, 81,7% das pacientes nao tinham tido abortos. A

distribuicdo percentual do numerc de abortos, segundo o grupo estudado, pode

sar vista na TABELA 3.

TABELA 3

Distribui¢ao percentual das pacientes por niimero de abortos anteriores,
segundo grupo de estudo

Abortos Grupo 1 Grupo 2
0 - 81,7
1 - 15,4
2 - 2,9
3 61,6 -
4 19,2 -
5-8 19,2 -

{n} {52} {104}
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Na TABELA 4, 789% das pacientes do Grupo 1 eram abortadoras
primarias, ou seja, ndo tinham fithos vivos. Nas pacientes do Grupo 2, o numero
de nascidos vivos variou de 1 a 6, com média de 2. Nenhuma das pacientes deste
grupo apresentava antecedente de aborto recorrente, Obito fetal de causa ndo
gsclarecida, hipertensdo gestacional, episddios tromboembdlicos, ma histéria

obstétrica ou fithos nascidos com menos de 2500g.

TABELA 4

Distribuigdo percentual do nimero de filhos vivos das pacientes,
segundo grupo de estudo

Fithos vivos Grupo 1 Grupo 2
0 789 -
1 15,4 39,4
2 3.8 31,7
3 ou mais 1.9 289
(n) (52) (104)
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O anticorpo anticardiolipina esteve presente em 7,7% das pacientes do
Grupo 1 e 8,7% das pacientes do Grupo 2, conforme mostrado na TABELA 5. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos quanio &

presenca deste anticorpo.

TABELA S

Distribui¢do percentual da presenca do anticorpo anticardiolipina,
segundo grupo de estudo

ACL Grupo 1 Grupo 2 o)
Prasente 7.7 8,7 N.S.*
Ausente 8923 81,3

{n} {52} (104)

*N.8. - Nao-8ignificativo
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Quando foi qualificada a presenga do anticorpo anticardiolipina,
dividindo-se os resultados em positivo e intermedidric, verificou-se que houve
mais pacientes com resulfados intermediarios no Grupo 2, mas esta diferenca nio

alcancou significdncia estatistica (TABELA 8).

TABELA G

Distribuicdo percentual do anticorpo anticardiolipina, segundo
grupo de estudo

ACL Grupo 1 Grupo 2 p
Positivo 50,0 22,2 N.S.*
Intermediario 50,0 78,8
{n} (04) (09)

* N.8. - NAo-Significativo
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Estudando o isdtipo do anticorpo anticardiolipina, observou-se, na
TABELA 7, que a classe IgM esteve presente em trés pacientes do Grupo 2 e em
nenhuma paciente do Grupe 1. Nao houve diferenga estatistica entre os dois

grupos quando analisado ¢ anticorpe anticardiolipina da classe IgM.

TABELA 7

Distribuigdo percentual da presenca do anticorpo anticardiolipina da
classe IgM, segundo grupo de estudo

ACL-igM Grupo 1 Grupo 2 0
Presente - 29 NS~
Ausente 100.0 871

{n (52) (104)

T N8, - Ndo-Significativo
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A distribuiclo percentual do anticorpo anticardiolipina da classe tgM
em resuitados positivo, intermediario ¢ negativo, segundo o grupo de estudo,

pode ser vista na TABELA 8.

TABELA 8

Distribui¢io percentual do anticorpo anticardiolipina da classe igM
sequndo grupo de estudo

ACL-IgM Grupo 1 Grupc 2 p
Positivo - 1,0 N.S.*
Intermediario - 2,0
Negativo 100,0 87,0
(n) (52) (101)

*M.G. - NAo-Significativo
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Da mesma forma, guando estudada a ciasse IgG, também ndo se

encontrou diferenga quanto a sua presencga no Grupo 1 ou 2 (TABELA 9).

TABELA 9

Distribui¢do percentual da presenga do anticorpo anticardiolipina da
classe IgG, segundo grupo de estudo

ACL-igG Grupo 1 Grupo 2 ¢
Presente 7.7 58 NS~
Ausenie 82,3 94 2

{n) {52) {104}

* NS, - Ndo-Significativo
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A distribuicaoe percentual do anticorpo anticardiolipina da classe 1gG em
resultados positivo, intermedidrio e negative, segundo o grupo de estudo, pode

ser vista na TABELA 10.

TABELA 10

Distribuicdo percentual do anticorpo anticardiolipina da classe IgG,
segundo grupo de estudo

ACL-lgG Grupo 1 Grupo 2 D
Positivo 3,8 1.0 N.§>
infrmediario 28 4.8
Negativo 82,4 94,2
(n) (62) {104}

* NS, - NAo-Significativo

Nas Figuras 4 e 5, pode ser vista a distribuicco das pacientes segundo

o valor da densidade Optica nos dois grupos, tanto para igM quanto para IgG.
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Figura 4 - Distribuicfio percentual das pacientes
segundo valor de D.O. para ACL-IgM.
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Quando comparadas as duas classes do anticorpo anticardioiipina
{TABELA 11), vé-se que a totalidade de anticorpos presentes no Grupo 1 foi da
classe IgG, engquanto 66,7% dos anticorpos presentes no Grupo 2 eram desta
mesma classe. Entretanto, esta diferenga também nédo foi estatisticamente

significativa.

TABELA 11

Distribuicado percentuai da classe dos anticorpos anticardiolipina,
segundo grupo de estudo

Classe ACL Grupo 1 Grupo 2 p
IgM . 33,3 N.S.*
oG 100,0 66,7

*N.8. - Nao-Significativo
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5. DISCUSSAOQ

Este estudo foi realizado para determinar a associacdo entre a
presenca do anticorpo anticardiolipina no sangue materno e o antecedente de

aborto espontaneo recorrente.

O numero medio de gestacdes foi maior nas pacientes do Grupo 1 do
que nas do Grupo 2. Este resultado j& era esperado, considerando que a
definicBo de AER exige pelo menos trés gestacbes anteriores com interrupcao
espontanea antes de 20 semanas. Por outro fado, o critério de seiecdo das
pacientes do Grupo 2 era ter pele menos uma gestaglo bem-sucedida prévia,

permitindo a inclusdo de 39,4% de primiparas no estudo,

Ao avaliar a idade das pacientes estudadas, pudemos notar que, no
Grupo 1, 44% tinham mais de 30 anos e apenas duas pacientes tinham 20 anos
ou menos. Isto é compreensivel se considerarmos gue, anteriormente aos 20
anes, a probabilidade de uma mulher j& ter passado pela experiéncia de trés

abortos espontaneos & pequena.

As pacientes que caompuseram 0 Grupo 1 foram selecionadas por terem
como Unico critério trés ou mais abortos espontanecs consecutivos. Ndo foram
excluidas pacientes portadoras de outros fatores eticlogicos rotineiramente
pasquisados no Ambulatoric de Aborto Recorrente - UNICAMP (genéticos,

anatébmicos, hormonais e infecciosos). Optou-se por nado fazer esta selecéo
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porque poderia estar sendo gerada certa tendéncia para os resultados. A opcéo
de n&o seleciona-las por outros critérios permite-nos uma visao geral do ACL nas
pacientes com aborto espontanec recorrente. Os fatores indicados na literatura
como relacionados ao aborto recorrente s&o questionados (STIRRAT, 1992), e

este foi outro motivo pelo qual n&o se fizeram restricSes a selegio dos casos,

Para participar do Grupo 2, além de ter pelo menos uma gestacio bem-
sucedida, as pacientes foram submetidas a alguns critérios de exclus&o: historia
de aborto esponténeo recorrente, 6bito fetal de causa desconhecida, fenémenos
tfromboembdlicos, hipertens@o gestacional, ma historia obstétrica ou retardo de
crescimento intra-utering. Utilizamos estes itens para a excluséo porque todos
gles, em um ou oufro momento, ja foram relacionados 308 anticorpos
antifosfolipides (COSGRIFF & MARTIN, 1981. CARRERAS & VERMYLEN, 1982
SANFELIPPO & DRAYNA, 1982, HARRIS, 1987, LOCKSHIN et al., 1987
BRANCH et al,, 1989; KAJINO, 1891).

O ACL fol encontrade em 7.7% das pacientes do Grupo 1. Este
resuitado coincide com agueles apresentados na literatura (BARBUI et al., 1988;
TRIPLETT, 1892). Entretanto, o ACL foi encontrado em 8,7% das pacientes do
Grupo 2, o que ndo fol concordante com os dados de BRANCH (1987) e de
PATTISON et al. (1988). Nestas séries, a incidéncia de AAF em populacdes

obstétricas normais variou de 2,.9% a 3,6%.

N&o foram encontradas diferencas significativas nos niveis de ACL
entre as mulheres que tinham como antecedente trés ou mais abortos
aspontaneos (Grupo 1) e as que tinham pelo menos uma gestacdo bem-sucedida

{Grupo 2).

Entre as pacientes do Grupo 1, 78,9% eram abortadoras primarias.

Segundo COWCHOCK et al. (1986), muiheres com ACL sdo principalmente
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abortadoras secundarias. Das quatro pacientes do Grupo 1 que apresentavam

positividade para o ACL, apenas duas eram abortadoras secundarias.

Questionamos por que, nas pacientes por nds estudadas, ndo houve
correlagao entre o antecedente de aborto recorrente e a positividade para o
anticorpo anticardiolipina. A populacéc estudada parece apresentar aigumas
caracteristicas imunoidgicas que a tornam diferente das populagbes analisadas
por outros autores, quanto a capacidade de gerar anticorpos contra este
fosfolipide. A miscigenacéo racial poderia levar a caracteristicas geneticas nao
encontradas em populagbes predominantemente caucasianas, gue sac as
principais populagées analisadas na literatura (BRANCH et al., 1985; CLAUVEL et
al., 1986, BARBUI et al, 1988, BOCCIOLONE et ai, 1984). Além disso, a
alimentacao poderia contribuir para a ativagéo policlonal dos linfocitos B, assim
como a flora intestinal, agressfo extena e efeito de drogas (EL-ROEIY &

GLEICHER, 1988)

Sabe-se que infecgbes podem levar a elevagdo dos AAF
principaimente da classe igM. Isto decorre provaveimente de ativacao policional
dos linfocitos (GLEICHER, 1992, TRIPLETT, 1992). Conjecturamos gue, como
diferentes populagBes recebem diferentes estimulos imunoldgicos, desde
imunizacbes até estimulos ambientais, a ativacao linfocitica com producao de
anticorpos poderia levar ao desenvolvimento de algum fator imunossupressor, o
qual estaria presente mais tarde, quando a mae entrasse em contato com tecidos

fetais, levando a menor produgéo de AAF.

Outra hipétese considerada para explicar a ndo correlacdo entre aborio
recorrente e o anticorpo anticardiolipina foi a questio técnica. Utilizamoes a técnica
descrita por TRIPLETT et al. (1993), no XIV Congresso da Sociedade intemacional de

Trombose @ Hemostasia, e os soros de calibragéo de HARRIS (ANEXO 5).
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Para a realizacAo do ELISA utilizaram-se pogos neutros, nos quais
eram colocades todos os componentes, exceto a cardiclipina. A ligagdo destes

nocos era subtraida da ligagdo total, o que conferia especificidade ao metodo.

Resultados faiso-positivoes podem ocorrer quando ndo se subtrai a
inespecificidade dos pogos neutros. isto é freqlente em pacientes com
hipergamaglohulinemia, nas quais os resultados falso-positives podem surgir
guando ulilizamos um método com alta sensibilidade, como ¢ ELISA. Para evitar
que isto aconteca, € necessario subtrair a absorbancia de pogos sem cardioliping,
para retirar a ligac&o inespecifica das imunoglobulinas (LENZI, RAND, SPIERA,
1986),

A escolha do tampdo para diluir as amostras e bloguear ligagbes
inespecificas permanece em discussdo (RUPIN et al., 1981). Utilizamos soro fetal
bovino como bloqueador de ligagao inespecifica, conforme recomendagao de uma
reunifo de trabatho de {aboratérios europeus e americanos (HARRIS, 1987). A
albumina sérica bovina a 1% parece reagir mais efetivamente, mas, por razbes
ndo esclarecidas, o sorg bovino fetal a 10% e o sero bovino adulio g 10%
fornecem melhor discriminacdo entre os resuitados positivos e negativos

(HARRIS & PHIL, 1930b).

0 tempo de incubagdo também e importante. Segunde HARRIS & PHIL
(1990b), tempos de incubacdo inferiores a uma hora nao s&o suficientes para que
seja atingido o equilibrio entre o antigeno e o anticorpo. Por outro tado, periodos
muito longos podem levar ao aumento da ligagdo inespecifica. Utiizamos o

periodo de incubacdo de uma hora e meia.

A interpretacd@o dos resultados obtidos também é fator de discussdo na
literatura. TRIPLETT et al. (1993) sugeriram que 0s resultados fossem expressos

em unidades MPL e GPL. Estas sdo unidades de medida: GPL para ACL-IgG e
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MPL para ACL-IgM. Uma unidade GPL equivale a 1ug/ml de uma amosira-padraoe
purificada de IgG - 0 mesmo é valido para IgM (HARRIS & PHIL, 1990b). Além
disso, na técnica por nés utilizada (TRIPLETT et al., 1993), a média de doadores
normais deve ser calculada e, a partir defa, os resultados sio expressos em
fungéo do desvio-padréo. Utilizamos a média da densidade Optica obtida de 40
doadoras normais e, a partir dela, calculamos o desvio-padrdo para obter
resultados qualitativos, ja que tinhamos como objetivo estabelecer uma relagdo
entre a presenca ou auséncia dos ACL e os antecedenies gestacionais, e néo
estabelecer faixas de positividade, o que ocorreria se utilizdssemos unidades

MPL e GPL.

Existem limitagcBes para a comparagdo de resuliados do ACL na
literatura, coma frisado por COSTA (1994): os métodos wutilizados para a detecgdo
dos anticorpos antifosfolipides variam nos diferentes estudos; muitos estudos
abordam pacientes com apenas um ou dois abortos anteriores (BARBUI et al.,
1988; SANCHEZ-GUERRERO & ALARCON-SEGOVIA, 1992} outros fatores
etiologicos entram, as vezes, como critérios de inclusdo /LURBE et al, 1984);
outras vezes como criferios de exclus&o (BARBUI et al, 1988). A definicdo
“liberal" dos resultados positivos e a falta de uniformizacéo dos {estes para ¢
anticorpo  anticardioliping e o anticoagulante lupico tormam dific uma real

comparacao dos resultados (HARRIS, 1890).

A implantacdo da técnica faboratorial foi realizada em fungdo deste
projeto de estudo. A importacdo dos reagentes e material, instalacdo do
laboratério e oufras dificuldades técnicas fizeram com que a liberacdo dos
resultados fosse gradual, Para que a assisténela pudesse ser realizada mais
segura e prontamente, as pacientes foram orientadas a realizar a pesquisa do
anticorpo  anticardiolipina em  outros laboratérios. Assim, ainda que ndo
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tivéssemos como objetivo este tipe de comparacéo, pudemas notar comeidéncia
entre 0s nossos resultados e aqueles obtidos em outros laboratérios para as
pacientes do Grupo 1 (ANEXO 8), o que também serviy para corroborar a técnica

por nds utitizada.

HARRIS (1990) referiu que complicagdes comoe perdas gestacionais
Nao parecem estar relacionadas com o nivel dos anticorpos. Entretanto, KWAK et
al. (1994), estudando o nivel de AAF em muiheres com antecedente de AER
antes e depois da gestacio, notaram aumento importante no nivel dos anticorpos
a época dos abortos, o que ndo ocorrey em mulheres que tinham filhos nascidos

vIVOS,

A flutuacdo dos niveis dos AAF durante a gestagéo e fora dela ainda
naoc esta bem estabelecida. Pode ser que uma amostra isolada nao reflita o real
estado imuncldgico da paciente que tem antecedente de AER, ou que 0s niveis
dos anticorpos, que ascendem durante o processo de abortamento, atinjam niveis
proximos da normalidade durante o periodo intergestacicnal. Neste trabalho,
controiou-se apenas o tempo decorrido entre o parlo e a coleta de sangue das
pacientes do Grupo 2, mas nio o tempo decorrido entre o ultimo aborto e a coleta
do sangue das pacientes do Grupo 1. Este fator talvez possa ter influenciado os
resultados obtidos, e nova pesquisa controlando o tempo apés o aborto pode ser

sugerida.

A alteracdo de fungdo do linfdcito B, que culmina com a producdo
anormal de auto-anticorpos, é resuitado de um evento policlonal (GLEICHER,
1994). A investigacdo seletiva do ACGL ou de um Unico auto-anticorpo pode
detectar apenas um espectro limitado da anormalidade da célula B (GLEICHER,

1990).
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Pacientes com niveis alterados de ACGL ou auto-anticorpos, gue
abortam, podem nic demonstrar estas anormalidades antes da concepcio. Para
GLEICHER  {1990), aproximadamente 20% de todas as mulheres com

anormalidades de auto-anticorpos nao as demonstram até a concepgéo.

KONIDARIS et al. (1994), comparando resuitados de auto-anticorpos
entre mulheres gue tinham trés ou mais abortos recorrentes e controles, ndo
enconfraram diferenca  estatistica na frequéncia dos anticorpos, quando
estudados separadamente. O ACL da classe IgM foi, para estes pesquisadores, o
melhor metodo para prever a perda fetal. Quando avaliado o ACL da classe igG,

nao foram encontradas diferengas entre os dois grupos.

A variabilidade dos resuitados pode também ser produto dos valores de
corte estabelecidos (MOLTA et al., 1893). Assim, em 1990, LOVE & SANTCORO
revisaram 29 séries publicadas (iotal de ?_.OGG pacientes com LES) e encontraram
prevaléncia de 34% para o ACGL e 44% para o ACL. VIANA et al. (1892), que
consideravam como positivos valores acima de cinco desvios-padries,
encontraram prevaléncia de 14% para 0 ACL em uma série de 95 pacientes

lupicas.

Para que a pesquisa de ACL por ELISA apresente maior especificidade,
devem ser adotados critérios rigidos de positividade. Quanto mais altos os valores
encontrados de anticorpos circulantes, maior a correlagdo clinica com cormplicaces
gestacionais como AER (KWAK et al., 1994). No presente estudo, foram considerados
positivos valores acima de trés desvios-padrfes acima da média, e altamente positivos
valores acima de sete desvios-padrfes acima da média. Resultados entre dois e trés
desvios-padrées acima da media foram considerados intermediarios e, abaixo de dois

desvios-padrfes, negativos, segundo técnica descrita por TRIPLETT et al (1993).

56



Os antigenos leucocitarios podem estar relacionados com a expressio
dos AAF. Assim, muiheres que tém o HLA DQalfa0501, e cujos fetos sdo
genotipicamente semethantes, s&o de risco para o desenvolvimento de auto-
anticorpos contra moléculas de fosfolipides e podem abortar, apesar da terapia

(KWAK et al, 1992).

De acordo com KWAK et al. (1994), é possivel que certos genétipos
materno-fetais, especiaimente agueles gue envolvem os antigenos DQalfa e

DQbeta, sejam inaceitaveis para o organismo materno.

Podemos questionar se, em uma mae com um tipo especifice de HLA-
DQ, pode haver um processo auto-imune durante a gestacdo, levando a maior

risco de desenvolvimentoe de auto-anticorpos.

MacLEAN et al. (1994), estudando a prevaiéncia do ACGL e ACL em
muiheres com histdria de abortos de primeiro trimestre, questionaram a relagéo
enire 0s AAF e 0s abortos. Referiram que n&o se pode concluir se eles sdo causa
ou marcadores das perdas, ou se eles se desenvolvem como consequéncia do
processo de aborto. Contudo, confirmaram a existéncia de uma relagéo entre os
AAF e abortos de primeiro trimestre. Parece ndo haver evidéncias conclusivas de
que 0s AAF sdo causa direta destas complicagdes, mas varios dados sugerem

participagdo dos anticorpos na patogénese das perdas (HARRIS, 1980).

A relagao entre o ACL e a perda fetal ainda é conflitante (HARRIS &
PHIL, 1988). Nossos resultados nos levam a questionar algumas “verdades”
estabelecidas com relagéo a associacdo entre o ACL e AER, principalmente se a
pesquisa do anticorpo e realizada independentemente da avaliacgo de outros

fatores de risco para aborto.
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Ha um longo caminho a percorrer no ambito da imunologia da
Reproducdo. A associacéo entre a presenca do ACL e AER pode ser influenciada

por varios outros fatores além da presenca isotada do anticorpo. Resta-nos

continuar investigando,
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CONCLUSOES




6. CONCLUSOES

6.1. Nao foi encontrada associac&o enire a presenca do anticorpo anticardiolipina

e 0 antecedente de aborto espontaneo recorrente.

8.2. O anticorpo  anticardiolipina esteve presente em 77% das pacientes
com antecedente de AER e em 87% das pacientes que tinham pelo menos

um fitho vivo.

8.3. A freqUéncia com que os anticorpes anticardiolipina estiveram presentes nas
mulheres com antecedente de AER ndo diferiu significativamente dagquela

entre as mulheres que tinham pelo menos uma gestacao bem-sucedida:

6.4. Nao houve diferenga significativa na freqliéncia de positividade de anticorpos

anticardiclipina da classe IgM entre os dois grupos estudados;

6.5. N&o houve diferenca significativa na frequéncia de positividade de anticorpos

anticardiolipina da classe 1gG entre os dois grupos estudados.
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7. ANEXOS

ANEXO 1

ESTUDO COMPARATIVO DA FREQUENCIA DO  ANTICORPO
ANTICARDIOLIPINA EM MULHERES COM ABORTO RECORRENTE E
MULHERES FERTEIS

TN L] 2. DATADE ADMISSAO _/ 1

3. IDADE ||| 4 PARIDADE G_ P AF_AP Cs FV__NM_

5. ANTICORPO ANTICARDIOLIPINA: || POSITIVO L 1igG 1| igM
|| INTERMEDIARIC |__{1gG | _|igM

|__| NEGATIVO
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ANEXO 2

ESTUDC COMPARATIVO DA FREQUENCIA DO ANTICORPO
ANTICARDIOLIPINA FM MULHERES COM ABORTO RECORRENTE E
MULHERES FERTEIS

TN L L1 2. DATADE ADMISSAO _ / /
3. IDADE || | 4 PARIDADE G_P_AE_AP_Cs FV_NM_
5. ANTICORPO ANTICARDIOLIPINA: || POSITIVO L 119G |_IlaM

[__|INTERMEDIARIO |_{1gG |_|IgM
|| NEGATIVO
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ANEXO 3
ESTUDO  COMPARATIVO DA  FREQUENCIA DO  ANTICORPO
ANTICARDIOLIPINA EM MULHERES COM ABORTO RECORRENTE E
MULHERES FERTEIS

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAD

Eu, ;

aceito colaborar com um trabalho que estd sendo realizade na Divisdo de
Obstetricia do CAISM. Para isso, sei que colherdo 5 a 10mi do meu sangue, que

nao vai prejudicar a minha sadde, nem o meu tratamento.

Fui informada de que ndo terei beneficio imediato com este trabatho,
mas que posso ajudar a estudar uma doenca nova. Esté claro para mim que
poderei desistir de participar do trabatho a quaiguer herz, e que isto ndo ird
prejudicar 0 meu atendimento.

Campinas, de de 1894,

Nome e assinatura da paciente

Nome e assinatura do médico
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ANEXO 4

ESTUDO  COMPARATIVO DA FREQUENCIA DO ANTICORPO

ANTICARDIOLIPINA EM MULHERES COM ABORTO RECORRENTE E
MULHERES FERTEIS

NOME HC /

N°NOESTUDO L I L1 DATA /|

83



ANEXO 5

SOROS DE CALIBRACAO DF HARRIS
Amostra positiva: LAPL - MP - 005

Lote # 1245LFPH

LAPL - GP - 005

Lote # 3866BKH
Antiphosphotipid Standardization Laboratory
University of [Louisville
Medical Dental Research Building
511 South Fioyd St.
Louisvile, KY 40202
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ANEXO 6

TABELA 12

Distribuicdo percentual dos resultados obtidos na UNICAMP e em
laboratdrios fora da UNICAMP, para o Grupo 1

Resultado ACL  UNICAMP Fora da UNICAMP D
Positivo 77 1.8 N.S.
Negativo 82,3 98,1

{n) (52) (52)

N.S. - Nao-Significativo
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8. SUMMARY

Current medical literature indicates that a group of women with recurrent
spontaneous abortion (RSA) are carriers of the anticardiolipin antibody (ACA). it
has been sugested that this antibody is related to the eticlogy of RSA. A clinical-
controlied study was performed including 52 women with RSA and 104 women
with at least one live barn child, to determine the association between the
positivity for ACA and RSA. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay was used to
identify the presence of ACA and the immunoglobulin subtype: IgM or igG.
Statistical analysis was performed using Chi-square, Fisher's Exact Test and “"
Student test to compare the mean differences between the two groups. No
statistical differences were detected on the frequency of ACS between women

with RSA and women with fertile past history, both for IgM ant igG.
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