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Resumo

Polimorfismo G22A do gene ADA e abortamento espontaneo

recorrente: auséncia de associagéao

Introducéo: A adenosina deaminase (ADA), uma enzima codificada pelo gene
ADA (20g13.11), atua no metabolismo da adenosina e modula a resposta
imune. O polimorfismo G22A deste gene origina os alelos co-dominantes
ADA*01 e ADA*02 e influencia o nivel de expressdo da enzima ADA, que
possui papel fundamental na manutencdo da gestacdo. O alelo ADA*02 tem
sido associado a um efeito protetor contra o abortamento espontaneo
recorrente (AER) em mulheres caucasianas européias. Objetivo: Investigar se
o polimorfismo G22A do gene ADA se associa a ocorréncia de AER em
brasileiras. Métodos: Apds obtencdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Parecer CEP FAMERP 308/2008), 311 mulheres foram
selecionadas para compor dois grupos: G1 com histérico de AER (N=129) e G2
sem histérico de AER (N=182). O DNA gendmico foi extraido a partir de
sangue periférico com o uso kit comercial. O polimorfismo G22A do gene ADA
foi identificado com o uso do método PCR-RFLP. O valor p>0,005 foi
considerado significante. Resultados: As frequéncias dos genotipos
ADA*01;*01, ADA*01;*02 e ADA*02;*02 foram semelhantes entre 0os grupos e
ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p = 0,7170; x> =
0,6653; GL = 2). As frequéncias dos alelos ADA*01 e ADA*02 em G1 foram
iguais a 95,6% e 4,4%; em G2, 94,9% e 5,1%, respectivamente (p=0,8433;

OR=1,179; IC 95%: 0,5340-2.601). Conclusdes: Os resultados sugerem que
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os alelos ADA*01 e ADA*02 do gene ADA n&o estdo associados ao AER. E

possivel que a redugdo nos niveis da ADA resultantes do alelo ADA*02 ndo

apresente um efeito protetor contra o AER em brasileiras.

Palavras-chave: Aborto Habitual, Adenosina desaminase, Polimorfismo

de Fragmento de Restricao.
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Abstract
ADA gene G22A Polymorphism and recurrent spontaneous

abortion: lack of association

Introduction: Adenosine deaminase (ADA), an enzyme coded by ADA gene
(20g13.11) acts in adenosine metabolism and it is involved in the modulation of
the immune response. ADA gene G22A polymorphism originates two co-
dominants alleles ADA*01 and ADA*02 and influences the level of ADA enzyme
in the organism. Apparently it has a fundamental role in gestational
maintenance. The ADA*02 allele has been associated as protector effect
against recurrent spontaneous abortion (RSA) in European Caucasian women.
Aim: To investigate if ADA gene G22A polymorphism is associated with
occurrence of RSA in Brazilian women. Methods: After obtaining the written
consent 311 women were selected to compose two groups: G1 with previous
history of RSA (n=129) and G2 without previous history of RSA (n=182).
Genomic DNA was isolated from peripheral blood using commercial kits. The
PCR-RFLP method was used to identify ADA gene G22A polymorphism.
p>0005 was considered statistically significant. Results: The frequencies of
ADA*01;*01, ADA*01;*02 and ADA*02;*02 genotypes were similar in both
groups (G1 and G2) with no statistically significance differences observed (p =
0,7170; x* = 0,6653; GL = 2). ADA*01 and ADA*02 alleles frequencies were
95,6% and 4,4% in G1 group and 94,9% and 5,1% in G2 group, respectively (p
= 0,8433; OR = 1,179; CI 95%: 0,5340 — 2.601). Conclusion: The results

suggest that ADA alleles ADA*01 and ADA*02 are not associated with RSA. It
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is possible that the reduction of ADA levels resulting from the presence of at

least one ADA*02 allele do not have a role against abortion in Brazilian women.

Keywords: Habitual Abortion, Adenosine Deaminase, Polymorphism of

Restriction Fragments.



1. Introducéao

1.1 Abortamento espontaneo recorrente

O abortamento espontaneo recorrente (AER) é definido atualmente
como duas ou mais perdas gestacionais® anteriores a 20 semanas (ou o
concepto pesando menos de 500 gramas), sem feto viavel intercalado® e
compromete 1 a 5% dos casais que desejam reproduzir.®® De fato, a maior
porcentagem de falhas na reproducdo humana se relaciona a gestacdes que
terminam antes mesmo da sua deteccdo.® Além disso, considerando que a
probabilidade de concepcdo durante um ciclo menstrual € de apenas 40% e
que 10 a 15% das gestacdes terminam em abortamento,”® é provavel que a
frequéncia real de AER entre casails em idade reprodutiva esteja
subestimada.®

Os abortamentos espontaneos podem apresentar diferentes formas
clinicas. O abortamento evitavel ou ameaca de abortamento € caracterizado
pela chance de reversdo do quadro clinico, enquanto no inevitavel ndo é
possivel prosseguir com a gestac¢do. Quando ocorre a eliminacdo integral do
ovo considera-se abortamento completo, embora no incompleto possa haver a
expulséo do feto e permanéncia da placenta e a eliminagdo parcial do ovo. O
abortamento infectado normalmente se relaciona a casos de abortamento
provocado, e o retido é aquele em que o ovo sem vitalidade permanece no
Gtero por mais de trinta dias.*”

O AER primario é caracterizado pela auséncia de gestacdo de

evolucdo normal anterior a sequéncia de perdas. Se houver gestacédo a termo



antes dos abortamentos, €& classificado como AER secundario. Os
abortamentos espontaneos também podem ser classificados em precoces
(80% dos casos), se ocorrerem até 12 semanas de gestacdo, ou como tardios
(20% dos casos), se ocorrerem ap0s esse periodo. Esta classificacdo €
importante para a identificacdo de possiveis patologias relacionadas aos
abortamentos, que tendem a se repetir no mesmo periodo do desenvolvimento
fetal. O hipotireoidismo materno e as alteracdes cromossdmicas, por exemplo,
sdo causas de perdas precoces, enquanto a incompeténcia istmo cervical €
responsavel por abortamentos tardios.®

O abortamento espontaneo € a complicacdo mais frequente da
gestacdo, responsavel pelo o6bito de mais mulheres que as neoplasias
ginecoldgicas e os riscos de parto combinados.!Y Além da alta taxa de
mortalidade, é importante considerar a morbidade a que essas mulheres estao
sujeitas, como dor pélvica cronica, aderéncias, obstrucfes tubarias, grandes
hemorragias, perfuracfes uterinas, ulceracdes do colo e vagina, infeccoes,
complicacBes tardias e transtornos da menstruacéo.®”

Vérios fatores se relacionam a taxas elevadas de abortamento
espontaneo, independente da situacdo clinica materna. Dentre os fatores
inespecificos, alguns sdo mais frequentes e merecem destaques.

A idade avancada do casal, especialmente a da mulher, € o principal
fator de risco para o AER em mulheres sadias. Analgésicos, como 0s
antiinflamatorios nédo esterdides, por exemplo a aspirina e 0 acetaminofen,
somente devem ser utilizados em baixas dosagens e apds o segundo trimestre
gestacional na pratica clinica obstétrica para prevencdo da pré-eclampsia em

mulheres com gestacéo de risco, evitando assim possiveis complicagdes.



O consumo de cafeina em excesso, alcool e tabaco também
aumentam consideravelmente o risco de abortamento.? Além desses fatores,
cada perda gestacional aumenta o risco de um novo abortamento.***® Para
uma segunda perda € observado o risco de 16%, sendo estimado em 25-30%
para terceira perda, 45% para a quarta e 54% para uma quinta perda.®*¥

A etiologia dos AERs envolve diversos fatores relacionados a
reproducdo humana, destacando-se os auto-imunes, anatdmicos, endocrinos,

genéticos e infecciosos™®

gue podem atuar na selecdo do concepto de
maneira a impedir a implantacdo do zigoto ou prevenindo a fertilizagéo.® Além
disso, a causa idiopatica ocorre com grande frequéncia.*® Como muitas vezes
€ possivel se identificar mais de um fator etioldgico nhum mesmo casal, os
AERs podem também ser considerados distdrbios multifatoriais.*” A figura 1
apresenta as frequéncias destes fatores etioldgicos de AER.

Alguns polimorfismos genéticos foram associados ao AER, tais
como o Antigeno Leucocitaria Humano-G (HLA-G),*® Metilenotetraidrofolato
redutase (MTHFR) e Transcobalamina®®, Inibidor de ativacdo do
plasminogénio-1 (PAI-1) e Enzima conversora de angiotensina (ECA).?Y Além
disso, as inversbes, insercbes e translocacbes cromossdmicas também
possuem papel de destaque na etiologia dos AERs.®?

Os principais fatores anatdmicos que causam AER sdo as
malformacdes uterinas e a incompeténcia istmo-cervical.®1%#22 A
endometriose é frequentemente associada a casos de abortamento,®® mas

seu papel como fator etiol6gico ndo esta devidamente estabelecido. Apesar de

mulheres inférteis com endometriose apresentarem altas taxas de



5, 2429)

abortamentos espontaneo um estudo posterior sugere que 0S

abortamentos n&o resultam diretamente da endometriose.®®

2-5%
Genéticos

10-15%
Anatomicos

40-50%
Idiopaticos

20%
Auto-imunes

0,5-5%

Infecciosos 17-20%

Endodcrinos

Figura 1. Frequéncia das etiologias dos abortamentos espontaneos

recorrentes.®®

Os fatores imunoldgicos sao muito pesquisados por apresentarem
os melhores resultados ao tratamento e também por serem intimamente
relacionados ao abortamento recorrente. Estudos apontam que o padrao de
citocinas produzidas pelo organismo materno no periodo pré-implantacional
parece influenciar diferentes eventos nas etapas iniciais da reproducao.
Enquanto as citocinas expressas por células T helper 1 (Tyl) apresentam um
efeito deletério no desenvolvimento gestacional, aquelas expressas por células

T helper 2 (Tu2) possuem papel benéfico nos eventos reprodutivos. 9



Dentre os fatores auto-imunes envolvidos no AER, destacam-se a
Sindrome de anticorpos antifosfolipides (SAAF) e o Lupus eritematoso
sistémico (LES) por apresentarem uma forte e evidente associacdo com 0
AER. A SAAF é caracterizada por trombose, perda fetal e trombocitopenia, que
normalmente ocorrem associados a anticorpos antifosfolipides. Enquanto a
SAAF primaria € desencadeada sem nenhuma doenca subjacente, a
secundaria se associa a uma doenca prévia existente, comumente o LES.?"
Este também se apresenta na presenca de auto-anticorpos e disfuncées do
sistema imune, resultando em inflamacao e danos teciduais.®®

Estudos caso-controle pareados demonstram que ovarios
policisticos sdo encontrados frequentemente em mulheres com AER. Apesar
da morfologia ovariana néo estar associada ao sucesso gestacional, ainda ndo
foi estabelecido algum defeito enddécrino associado com ovarios policisticos
como causa de perda fetal. 239

O diabetes tipo 1@ e tipo 112 estdo relacionados a presenca de
adversidades na gestacdo, incluindo a perda fetal, embora diabéticas
insulinodependentes com a taxa de glicose controlada ndo apresentam risco
gestacional.®33%)

Cheng e colaboradores®® demonstraram que a taxa de deteccéo de
Ureaplasma urealyticum em mulheres aumenta de acordo com o numero de
abortamentos espontaneos. Chlamydia trachomatis é indicada como uma
possivel causa de abortamento espontaneo, porém nao necessariamente

AER.G? No entanto, outros estudos associaram a infeccdo como causa de

abortamentos espontaneos®=% e AERs. 04



Na tabela 1 estdo apresentados os fatores etiologicos que sdo mais
frequentemente associados ao AER, bem como suas respectivas
especificacoes.

Tabela 1. Fatores etioloégicos mais frequentemente associados aos

abortamentos espontaneos recorrentes e suas especificagdes.
Fatores Especificacbes

Genéticos TranslocagcGes cromossémicas
Inversbes cromossémicas
Inser¢des cromossdmicas

Polimorfismos genéticos

Anatdémicos Malformacgdes uterinas
Incompeténcia istmo cervical
Sinéquias

Endometriose

Enddcrinos Deficiéncia de corpo luteo
Hipotireoidismo
Sindrome do ovario policistico

Diabetes mellitus

Imunoldgicos  LUpus eritematoso sistémico

Sindrome de anticorpos antifosfolipides

Adaptado de Rezende & Montenegro® e Ford & Schust.™

Os casais que passam por processos de sucessivas perdas
gestacionais normalmente sdo cercados por muitas conturbacgdes psicolégicas,
sendo a mulher muitas vezes mais suscetivel por ser a gestante do feto. E
comum o acumulo de sentimentos de ansiedade, tristeza, depresséo, culpa,
medo, raiva, desespero, entre outros. A atencdo psicologica dispensada a

estes casais € muito importante, sendo que o aconselhamento e a terapia



podem ajudar a lidar com os sentimentos de falecimento e luto, com as
dificuldades que podem surgir no relacionamento conjugal ou com amigos,
familiares e colegas de trabalho, com o sentimento de culpa e outros tantos
envolvidos no processo, e a decidir o futuro em relagdo a tratamentos e novas

tentativas de ter filhos.“*4¥

1.2 Adenosina deaminase

A adenosina deaminase (ADA) é uma enzima presente em todos 0s
tecidos humanos, principalmente no tecido linféide, e participa da via de
recaptacdo de purinas catalisando a deaminacao hidrolitica irreversivel da
adenosina e deoxiadenosina para inosina e deoxiinosina, respectivamente,
com excrecdo de aménia.“*? A acdo da ADA é responsavel pela conversdo da
adenosina em outras purinas para reutilizacado (recaptacdo) ou remogao por
degradacdo eventual a &cido Urico. A via de recaptacdo parece ser de
importancia fundamental para células tais como linfocitos e eritrécitos, tanto
pela total auséncia ou pela baixa atividade de recaptacéo das purinas.“®

A via de metabolismo da adenosina envolve varias outras enzimas e
se inicia quando a S-adenosil-homocisteina (SAH) é utilizada como substrato
pela SAH-hidrolase para produzir homocisteina e adenosina. A partir de entao,
a adenosina sera utilizada como substrato para a ADA realizar a deaminacgéo
hidrolitica irreversivel da adenosina para inosina, que formara a hipoxantina
sob acdo da enzima nucleotideo fosforilase. Esta etapa da via metabdlica

bY

ocorre em diregdo a excrecdo de acido Urico, por meio da acdo da xantina



oxidase. A homocisteina passa por varias reacfes enzimaticas até um

processo de metilacdo que a converte em adenina. Tanto a adenosina como a

adenina sao utilizadas como substrato para a formacdo de adenosina

monofosfato (AMP), no entanto a adenosina-fosforibosil-transferase catalisa

uma reacao irreversivel da adenina, enquanto a 5" -nucleotidase é responsavel

por metabolizar uma reacéo reversivel de adenosina em AMP (Figura 2).“®

adenosina
metiladenosina fosforibosil
fosforilase transferase
(o R )
| S-adenosil- .
— ——> Adenina
metionina "
A
metioninp

5’nucleotidase

adenosiltransferase

Metionina

Adenosina
metiltransferase

")

Homocisteina

SAH-hidrolase

ns
SAH-hidrolase

N

S-adenosil- |
homocisteina

e

ATP |
NTPase

| ADP |
NTPase

) o
AMP adenilato deaminase IMP

hipoxantina

xantina oxidase

xantina oxidase

—— nucleotideo
fosforilase \
w2 | Inosina Hipoxantina
Xantina
Acido rico

Figura 2. Papel da ADA no metabolismo da adenosina. ATP = adenosina trifosfato;

ADP = adenosina difosfato; AMP = adenosina monofosfato; IMP = inosina

monofosfato; SAH-hidrolase
metiltransferase =

Franco et al.“®

= S-adenosil-homocisteina hidrolase; BHYS-

betaina-homocisteina-metiltransferase. Modificado de

fosforibosiltransferase



A ADA catalisa a deaminacdo hidrolitica irreversivel da
deoxiadenosina, proveniente da quebra de acido nucléico, em deoxiinosina. A
desoxinucleosideo kinase também pode utilizar a deoxiadenosina como
substrato para formar deoxiadenosina monofosfato. Neste caso, € utilizada
como substrato para a ribonucleotideo redutase, passando por deoxiadenosina
difosfato e chegando a deoxiadenosina trifosfato. Ao seguir para a formacao de
hipoxantina por acdo da nucleotideo fosforilase, sera excretada na forma de

acido Urico da mesma forma como ocorre com a inosina (Figura 3).“”

ADA nucleotideo
r 1 ( ~ fosforilase
Deoxiadenosina # Deoxiinosina —— Hipoxantina
\ J e "
desoxinucleosideo kinase . .
xantina oxidase
dAMP )
Quebra de Xantina
Acido nucléico ribonucleotideo redutase
xantina oxidase
dADP ¥
ribonucleotideo redutase Acido Urico
dATP

Figura 3. Papel da ADA no metabolismo da deoxiadenosina. dATP =
deoxiadenosina trifosfato; dADP = deoxiadenosina difosfato; dAMP

= deoxiadenosina monofosfato. Adaptado de Curto et al.“”

A inflamag&o é um componente essencial da defesa do organismo,
embora seu excesso possa causar lesdo tecidual e necrose dentre outros

efeitos indesejados. A adenosina é capaz de regular negativamente a resposta
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inflamatoria e serve como um importante mecanismo inato que protege 0s
tecidos em situacdes de doenca, tais como isquemia, hipdxia e infeccdes. 85
Nessas condi¢cdes ocorre o aumento dos niveis extracelulares de adenosina,
gue normalmente resulta em atividade de cAMP (adenosina monofosfato
ciclica) elevada, fazendo a regulacdo negativa da ativacdo da célula
hospedeira. A adenosina possui um efeito protetor evidente, além de ser
importante para protecdo na isquemia e dano tecidual asséptico.®V Este
catabdlito comum é, portanto, denominado nucleosideo de retaliacdo, devido a
sua defesa ativa contra o estresse celular.**%? O efeito supressor da
adenosina regula, portanto, as funcdes imunes.®%5%

Ao atuar como horménio local, a adenosina ainda promove a
regulacdo do fluxo sanguineo, da neurotransmissédo, da agregacao plaquetaria
e da atividade da musculatura lisa.®?

Atualmente sdo conhecidos quatro receptores de adenosina Al, A2,
A3 e A4, porém a relacao destes com as funcdes celulares ainda ndo sdo bem
conhecidas.®® No entanto, sabe-se que o receptor Al ativa, enquanto o A2
inibe algumas células inflamatérias.®® Em camundongos e humanos, a
sinalizacdo da adenosina, principalmente via receptores P1 A2A e A2B em
macréfagos inibe citocinas inflamatérias enquanto estimula a producdo de
Interleucina (IL)-10.%%%% Além disso, reduz a producdo do fator de necrose
tumoral (TFN) e aumenta a de IL-6 de mondcitos de corddo umbilical, o que
parece conferir suscetibilidade a infeccbes microbianas em recém nascidos
humanos.®”

Variagbes minimas nos niveis da ADA podem ter efeitos

significantes nas funcées celulares e nas reacdes imunoldgicas.®4%? O
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s

acumulo de adenosina decorrente da reducdo da atividade da ADA é
responsavel pela elevacdo dos niveis de CcAMP, consequentemente
aumentando a regulacdo negativa da resposta inflamatéria, o que acaba por
inibir a resposta celular. A inativacao irreversivel da SAH-hidrolase é outra
consequéncia do acumulo de adenosina, refletindo em inibicdo das reacfes de
metilacdo mediadas pela S-adenosil-metionina, alterando o crescimento e
diferenciacéo celular, promovendo a apoptose principalmente de células T. Por
outro lado, o acumulo de deoxiadenosina € responsavel pelo acumulo de
dATP, que ao interagir com a enzima ribonucleotideo redutase, promove a

inibicdo da replicagdo de DNA (Figura 4).6+%9

R (" Aumenta regulagio | -
Eleva niveis . AL Inibicdo da
——>| negativa da resposta
. de cAMP . ‘. | resposta celular
) ] - -~ inflamatdria = -~

L
' Acimulo - ~
TR = N [ Altera crescimento e
de - o p ([ Inibicdo de reagbes | . .
. Inativacdo irreversivel da | o diferenciagdo celular,
. Adenosina | ) de metilagdo
S-adenosil- . promove apoptose,
L . mediada pela S- .
homocisteina-hidrolase . . especialmente de
- \ \_ adenosil-metionina S
. timdcitos J
Deficiéncia
de ADA
I L (" Interagdo de dATP ‘
Acumulo de , com a enzima Inibicdo da
‘ . . Actimulo de dATP . . . E
Deoxiadenosina ribonucleotideo replicagdo de DNA
4 L 4 \ /

\_ difosfato redutase -

Figura 4. Consequéncias da deficiéncia de ADA em humanos. cAMP =
adenosina monofosfato ciclica; dATP = adenosina trifosfato.

Adaptado de Hershfield et al.®® Siaw et al.®® e Benveniste et al.®®

4
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A atividade da ADA se modifica em varias doencas em que ha
alteracdo do status imune, tais como artrite reumatdide, IUpus eritematoso
sistémico, tuberculose e mononucleose infecciosa,®*®® sendo utilizada como
um adequado marcador de resposta celular.®”

A ADA é encontrada em humanos intra e extracelularmente em
diferentes isoformas. A isoforma ADA1 ocorre principalmente no citosol, com
funcdo de protecdo celular contra a apoptose por meio da eliminacdo de
derivados toxicos intracelulares de adenosina e deoxiadenosina, embora seja
encontrada na superficie celular associada a um complexo de proteinas
idéntico ao antigeno CD26, denominado ADAcp, formando a ecto-ADA, que
regula os niveis de adenosina extracelular e liberacéo de citocinas. A isoforma
ADA2 é encontrada em mondcitos e difere da ADALl em relacdo ao peso
molecular e parametros cataliticos. A ADA2 pertence a uma nova Familia de
fatores de crescimento com atividade adenosina deaminase (ADGF),
estimulando a diferenciacdo de mondécitos em macréfagos e a proliferacdo de
células Ty e macréfagos. 869

O bloqueio da ADA extracelular melhora a sinaliza¢do da adenosina
nas células T.” A importancia funcional do antigeno CD26, presente na ecto-
ADA, na cascata de ativacao da célula T, juntamente com o papel essencial da
ADA no desenvolvimento humano de resposta imunolégica normal sugere um
envolvimento direto da ecto-ADA na ativacéo da célula T."Y A expresséo da
ecto-ADA é regulada por citocinas enddgenas pela ativacdo de células T,
positivamente por IL-2 e IL-12 e negativamente por IL-4.©°

A deficiéncia genética de ADA resulta na sindrome da

imunodeficiéncia combinada grave (SCID), uma doenca de heranca
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autossémica recessiva, fatal na infancia quando nao tratada.“® Compreende
um grupo de distarbios que afeta gravemente tanto a imunidade celular como a
humoral, pois seus portadores apresentam deficiéncia de linfocitos T e B e de
células Natural Killer (NK)."? Grande parte da atencao voltada ao estudo desta
enzima e do gene ADA, que controla sua expressao, se deve a importancia
desta doenca, que afeta de um a cada 200 mil a um a cada milhdo de
nascimentos."®

O gene ADA se localiza no cromossomo humano 20g13.11 e contém
12 exons e 11 introns distribuidos em aproximadamente 32 kilobases (kb) de
DNA. Este gene € incomum por possuir um primeiro intron relativamente muito
grande (15 kb) e um grande numero de sequéncias Alu repetitivas, 13 das
quais se localizam no primeiro intron.“®

Mais de 70 mutacdes ja foram identificadas em individuos com
deficiéncia de ADA com imunodeficiéncia e em individuos saudaveis com
deficiéncia parcial de ADA.*™ Aproximadamente 60% dessas mutacdes sdo
missense, 20% splicing, 9% delecdes intra-exdnicas, 7% mutacbes sem
sentido e 3% delecdes de um ou varios exons.™®

Diversas variantes eletroforéticas da ADA ja foram descritas em
populacdes no mundo todo. A variante mais comum, conhecida como ADAZ2,
resulta em atividade enzimatica reduzida. Esta é herdada codominantemente
com a ADAL, e ja foi encontrada em todas as populacdes estudadas.!””

O polimorfismo G22A do gene ADA origina a isoenzima ADA2*>"® e
afeta o sistema imune devido a reducdo da atividade da ADA.®® Em
portadores de um alelo ADA*02, a ADA é 15 a 20% menos ativa em relagéo a

homozigotos ADA*01;*01. A substituicdo de uma guanina por uma adenina no
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nucleotideo 22 do exon 1 leva a sintese do acido aspartico ao invés da
asparagina no aminodcido 8. “457®

O alelo ADA*02 é menos comum que o ADA*01, sendo encontrado
com frequéncia igual a 0,12 (12%) em caucasianos’"®V e varia entre 0,03 (3%)
e 0,04 (4%) em negros e afro-descendentes.*>""

A regulacdo da atividade da ADA é fundamental na manutencao da
gestacao normal,®®®? visto que o sistema imunoldgico materno pode rejeitar o
embrido durante o a pré-implantacdo ou apds o periodo implantacional devido
a imunidade celular e apés esse periodo, tanto as respostas celular como
humoral podem causar abortamento.® Enquanto os linfocitos Tl estimulam os
Th2 inibem a expressdo da ecto-ADA nos linfécitos.®® O predominio da
resposta humoral (Ty2) é necessario para a manutencao da gestacdo normal e
a dominancia de resposta celular (Th1) se associa a casos de AER.®?

Um estudo realizado na Italia encontrou a frequéncia do alelo
ADA*02 de 0,09 (9,3%) em mulheres com AER e 0,19 (19,1%) nas mulheres
sem histérico de abortamento. ® Como as européias com AER apresentaram
menor proporgdo do alelo ADA*02 que gestantes normais, estes autores
sugerem um efeito protetor deste alelo contra o AER, além de maiores taxas de
fertilidade. Recentemente, este mesmo grupo observou um efeito cooperativo
do polimorfismo da ACP1 (proteina tirosina fosfatase de baixo peso molecular)
e da ADA no desenvolvimento do AER.®® Estes autores concluiram que
mulheres com alta atividade da ADA e baixa atividade da ACP1 apresentaram

maior suscetibilidade ao AER.
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1.3 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi testar a hipotese de que o

polimorfismo G22A do gene ADA esté associado ao AER.

Seus objetivos especificos foram:

1 - Selecionar dois grupos de gestantes, um com (G1) e outro sem

(G2) histérico de AER;

2 - ldentificar, com o uso do método PCR-RFLP, os alelos ADA*01

(G) e ADA*02 (A) em ambos 0s grupos;

3 - Comparar o perfil demografico e clinico das gestantes do grupo

G1 de acordo com os genétipos ADA*01;*01 e ADA*01;*02.



16

2. Casuistica e método

2.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP sob o Parecer
308/2008 (Anexo 1). Todas as pacientes selecionadas receberam orientacdes
sobre os objetivos do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido (Anexo 2).

2.2 Casuistica

Foram selecionados dois grupos de gestantes, um com (G1; N=129)
e outro sem (G2; N=182) historia prévia de AER, atendidas no Ambulatério de
Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Base da Fundacdo Faculdade
Regional de Medicina de Sédo José do Rio Preto. As gestantes foram
selecionadas consecutivamente. Os critérios de inclusdo adotados foram: no
grupo G1 foram incluidos apenas gestantes com pelo menos dois
abortamentos espontaneos consecutivos com o mesmo parceiro, de acordo
com os registros médicos e relatos das préprias pacientes; no grupo G2 foram
incluidas apenas gestantes com pelo menos duas gestacfes prévias bem

sucedidas e nenhum histérico de abortamento.
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2.2.1 Coleta de amostras de sangue

ApoOs a obtencdo dos dados clinicos, foram coletados 5 mL de

sangue periférico com anticoagulante EDTA de cada participante.

2.3 Métodos

2.3.1 Extragcdo do DNA genomico

O DNA gendmico foi extraido a partir de 200 pL de sangue total, com
o uso de kit comercial (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen). O

protocolo do fabricante foi rigorosamente obedecido.

2.3.2 Avaliagdo da qualidade do DNA genémico

Utilizou-se o método de eletroforese em gel de agarose para avaliar
a qualidade das amostras de DNA genémico, com a finalidade de conhecer sua
integridade e o nivel relativo de aparente degradacéo. O gel foi preparado com
agarose ultra pura (Invitrogen) na concentracdo de 2%, dissolvida em tampao
TBE 1X e corado com brometo de etideo (10 mg / mL, Invitrogen). Na primeira
canaleta foram aplicados 2,0 uL do marcador de 100 pares de bases (100 pb
DNA - Ladder, Invitrogen). Nas demais, aplicou-se 5,0 pL de DNA gendmico
misturado com 2,0 pL de azul de bromofenol. A corrida eletroforética foi
realizada em uma cuba horizontal (GIBCO BRL Horizontal Gel Electrophoresis
Apparathus — Life Technologies) por uma hora a 110 volts. A Figura 5

representa o perfil eletroforético de oito amostras (das 311) avaliadas por esta
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técnica. Todos os géis preparados nesta etapa foram fotografados para registro

e arquivo dos resultados.

M 01 02 03 04 05 06 07 08

e e e e e e e e

Figura 5. Perfil eletroforético de oito amostras de DNA gendmico avaliadas por
eletroforese em gel de agarose 2%. M indica o marcador de 100 pb

e 01 a 08 as amostras de DNA gendmico.

2.3.3 Identificagcao dos alelos ADA*01 e ADA*02 do gene ADA

A identificacdo dos alelos ADA*01 e ADA*02 do gene ADA foi
realizada com o uso do método PCR-RFLP, de acordo com o protocolo de
Safranow e colaboradores (2007).®

Para cada amostra de DNA gendmico foi realizada uma reacao de
amplificacdo génica com volume final de 25 pL, nas seguintes condi¢des: 7,2
uL de agua MilliQ, 5,0 pL de PCR Buffer Green (5x, Promega), 1,5 uL de MgCl,
(25 mM, Promega), 2,1 uL de DMSO (Nuclear), 1,0 uL de 2-mercapto-etanol

(200 mM, Vetec), 1,0 uyL de primer sense (5 pM, IDT; 5'-
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GCCCGGCCCGTTAAGAAGAGC-3'), 1,0 pL de primer anti sense (5 pM, IDT;
5- GGTCAAGTCAGGGGCAGAAGCAGA-3’), 4,0 pL de dNTP (1,25 mM,
Invitrogen), 0,2 pL de Go Taq Hot Start DNA polimerase (5U, Promega), 2,0 uL
de DNA genémico. Como controle interno de contaminacédo foi preparado para
cada mix um tubo de reacdo sem adicdo de DNA gendmico (branco). As
condicbes de amplificacdo foram 94°C 15 minutos, 36 ciclos de 94°C 40
segundos, 66°C 80 segundos, 72°C 80 segundos e 1 ciclo de 72°C 8 minutos,
permanecendo em 4°C infinito. O fragmento amplificado contendo 397 pb foi
analisado por eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) a 2%, corado com
brometo de etideo (Invitrogen) (Figura 6). Uma aliquota de 7,0 uL de produto
de PCR foi incubada a 65°C com 0,7 pL de Taqgl Fast Digest (1U, Fermentas) e
1,34 yL do tampéo da enzima (10x, Fermentas) por 20 minutos. Os fragmentos
foram observados em gel de agarose (Invitrogen) a 2% corado com brometo de
etideo. A corrida eletroforética foi por 30 minutos a 100 volts. O produto de
PCR referente ao alelo ADA*01 (G22) foi clivado em dois fragmentos: um de
245 e outro de 152 pares de bases, enquanto o alelo ADA*02 (22A) foi
identificado pela auséncia do sitio de restricdo Tagl. A Figura 7 ilustra o perfil
eletroforético do fragmento de 397 pares de bases do exon 1 do gene ADA

apos digestdo com a enzima Taql.
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Figura 6. Perfil eletroforético de seis amostras de produto de PCR avaliadas

por eletroforese em gel de agarose 2%. M indica o marcador de 100
pb e 01 a 06 os fragmentos de 397 pb do gene ADA.

<«+—397 pb
<+—245 pb

«—152 pb

Figura 7. Perfil eletroforético do fragmento de 397 pb do exon 1 do gene ADA
apos digestdo com a enzima Tagl evidenciando 0s genotipos

ADA*01;*01 (01), ADA*01;*02 (02) e ADA*02;*02 (03); e Marcador
(M) de 100 pares de bases.
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2.3.4 Analise estatistica

Os dados resultantes dos grupos analisados foram comparados com
0 uso dos testes dos testes Qui-quadrado e teste exato de Fisher, aceitando-se
um erro alfa de 5%. O teste Qui-quadrado foi utilizado para verificar se a
distribuicdo dos genotipos ADA se encontrava de acordo com o equilibrio de
Hardy-Weinberg. O teste exato de Fisher foi aplicado a fim de verificar as
diferencas na distribuicdo dos gendtipos e alelos ADA na presenca e na
auséncia de AER. Os valores de Odds Ratio e o Intervalo de Confianca a 95%

também foram calculados.
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Resumo

INTRODUCAO: A adenosina deaminase (ADA), uma enzima codificada pelo gene
ADA (20g13.11), atua no metabolismo da adenosina e deoxiadenosina e modula a
resposta imune. O polimorfismo G22A do gene ADA origina os alelos co-dominantes
ADA*01 e ADA*02 e influencia o nivel de expressdo da enzima ADA, a qual possui
papel fundamental na manutencéo da gestacdo. O alelo ADA*02 tem sido associado
ao efeito protetor contra o abortamento espontaneo recorrente (AER) em mulheres
caucasianas européias. OBJETIVO: Investigar se o polimorfismo G22A do gene ADA
esta associado a ocorréncia de AER em brasileiras. METODOS: Foram selecionadas
311 mulheres para a composicdo de dois grupos: G1 com histérico de AER (N=129) e
G2 sem histérico de AER (N=182). O DNA genbmico foi extraido de sangue periférico
com o uso kit comercial para a identificacdo do polimorfismo G22A do gene ADA, com
0 uso do método PCR-RFLP. RESULTADOS: As frequéncias dos gendétipos

ADA*01;*01, ADA*01;*02 e ADA*02;*02 foram semelhantes entre 0s grupos e nao

apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p = 0,7170; x* = 0,6653; GL

D

2). As frequéncias dos alelos ADA*01 e ADA*02 em G1 foram iguais a 95,74%

4,26%; em G2 foram iguais a 94,78% e 5,22%, respectivamente (p = 0,7050; OR

1,237; IC 95%: 0,5780 - 2,646). CONCLUSAO: Os resultados sugerem que os alelos
ADA*01 e ADA*02 do gene ADA ndo estdo associados ao AER. E possivel que a
reducdo nos niveis da ADA resultantes do alelo ADA*02 ndo apresente um efeito

protetor contra o AER em brasileiras.

Palavras-chave: Adenosina deaminase, Abortamento espontaneo recorrente,

Gene ADA
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Introducéo

O abortamento espontaneo recorrente (AER) € identificado apds episodios
consecutivos de duas ou mais perdas gestacionais (Rai & Regan, 2006) anteriores a
20 semanas, sem feto viavel intercalado (Rezende & Montenegro, 2007). Sua etiologia
€ variada, destacando-se os fatores imunol6gicos, anatbmicos, enddcrinos e genéticos
(Ford & Schust, 2009), que podem atuar na selecdo do concepto de maneira a impedir

a implantacéo do zigoto ou prevenindo a fertilizacdo (Diamond, 1987).

A adenosina deaminase (ADA) participa da via de recaptacéo de purinas e catalisa a
deaminacado hidrolitica irreversivel da adenosina e deoxiadenosina para inosina e
deoxiinosina, respectivamente (Frederiksen, 1966). A deficiéncia da ADA leva ao
acumulo de adenosina e deoxiadenosina, que interferem com processos de metilacao,
alterando o crescimento e diferenciacdo celulares (Hershfield & Kredich, 1979), e
promovem a apoptose, especialmente dos timécitos (Benveniste & Cohen, 1995).
Além disso, a interacdo da deoxiadenosina trifosfato (dATP) com a enzima
ribonucleotideo redutase é um potente inibidor da replicagdo de DNA (Siaw et al.,
1980). A deficiéncia genética de ADA resulta na sindrome da imunodeficiéncia
combinada severa (SCID) que compreende um grupo de distlrbios, afetando
gravemente tanto a imunidade celular como a humoral, sendo fatal na infancia quando

nao tratada (Hirschhorn et al., 1994).

O polimorfismo do gene ADA (20g13.11), resultante da substituicho G22A, origina a
isoenzima ADA 2 (Battistuzzi et al., 1981; Hirschhorn et al., 1994) e parece afetar o
sistema imune devido a reducédo da atividade da ADA (Bottini et al., 2005; Hirschhorn,
2006). Portadores do alelo ADA*02 expressam menores niveis de ADA em
comparagdo aos homozigotos ADA*01;*01 (Battistuzzi et al., 1981; Hirschhorn et al.,

1994).
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A regulacdo da atividade da ADA ¢é fundamental na manutencdo da gestacdo normal
(Yoneyama et al., 2002; Lee et al., 2007). Nicotra e colaboradores (1998) observaram
gue mulheres européias com AER apresentam menor proporcdo do alelo ADA*02 que
gestantes normais, sugerindo um efeito protetor deste alelo contra o AER, além de
maiores taxas de fertilidade. Recentemente, este mesmo grupo observou um efeito
cooperativo do polimorfismo da ACP1 (proteina tirosina fosfatase de baixo peso
molecular) e da ADA no desenvolvimento do AER (Nicotra et al., 2007). Estes autores
concluiram que mulheres com alta atividade da ADA e baixa atividade da ACP1

apresentaram maior suscetibilidade ao AER.

O background europeu esta presente na populacéo brasileira (Bertonha, 1997), porém
sdo escassos dados sobre a importancia do polimorfismo G22A do gene ADA no AER
em mulheres brasileiras. O objetivo deste estudo foi investigar a associa¢cdo entre 0s
alelos ADA*01 e ADA*02 e a ocorréncia de AER em mulheres brasileiras,
considerando o perfil demografico e clinico, comparado aquelas com gestacdes bem

sucedidas.

Casuistica e Métodos

Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
de S&o José do Rio Preto - FAMERP sob o Parecer 308/2008. Todas as pacientes
selecionadas receberam orientagdes sobre os objetivos do estudo, assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido. Dados epidemiolégicos e clinicos foram

investigados e anotados em um formulario especifico.
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Selecdo da casuistica

Foram selecionados dois grupos de gestantes, um com (G1; N=129) e outro sem (G2;
N=182) histéria prévia de AER, atendidas no Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia
do Hospital de Base da Fundacdo Faculdade Regional de Medicina de Sao José do
Rio Preto. Os critérios de inclusdo adotados foram: no grupo G1 foram incluidos
apenas gestantes com pelo menos dois abortamentos espontaneos consecutivos com
0 mesmo parceiro, de acordo com os registros médicos e relatos das proprias
pacientes; no grupo G2 foram incluidas apenas gestantes com pelo menos duas

gestacdes prévias bem sucedidas e nenhum histérico de abortamento.

Coleta de amostras de sangue e extracdo do DNA gendmico

Foram coletados 5 mL de sangue periférico com anticoagulante EDTA de cada
participante. O DNA genémico foi extraido de 200 pL de sangue total, com o uso de kit
comercial (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen). O protocolo do fabricante foi

rigorosamente obedecido.

Identificacdo dos alelos ADA*01 e ADA*02 do gene ADA

A identificacdo dos alelos ADA*01 e ADA*02 do gene ADA foi realizada com o uso do
método PCR-RFLP, de acordo com o protocolo de Safranow e colaboradores (2007).
Para cada amostra de DNA genbmico foi realizada uma reacédo de amplificacdo génica
com volume final de 25 pl, nas seguintes condic¢des: 7,2 uL de agua MilliQ, 5,0 uL de
PCR Buffer Green (5%, Promega), 1,5 uL de MgCl, (25 mM, Promega), 2,1 uL de

DMSO (Nuclear), 1 pL de 2-mercapto-etanol (200 mM, Vetec), 1,0 pL de primer sense



121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

139

140

141
142
143

144

27

(5 pM, IDT; 5'-GCCCGGCCCGTTAAGAAGAGC-3"), 1,0 yL de primer anti sense (5
pM, IDT; 5- GGTCAAGTCAGGGGCAGAAGCAGA-3'), 4,0 uL de dNTP (1,25 mM,
Invitrogen), 0,2 uL de Go Tag Hot Start DNA polimerase (5U, Promega), 2,0 yL de
DNA gendmico. Como controle interno de contaminacgéao, foi realizado para cada mix,
um tubo de reacdo sem adicdo de DNA gendmico (branco). As condicbes de
amplificacdo foram 94°C 15 minutos, 36 ciclos de 94°C 40 segundos, 66°C 80
segundos, 72°C 80 segundos e 1 ciclo de 72°C 8 minutos, permanecendo em 4°C
infinito. O fragmento amplificado contendo 397 pb foi analisado por eletroforese em gel
de agarose (Invitrogen) a 2%, corado com brometo de etideo (Invitrogen). Uma
aliquota de 7,0 uL de produto de PCR foi incubada a 65°C com 0,7 pyL de Taqgl Fast
Digest (1U, Fermentas) e 1,34 pL do tampéo da enzima (10x, Fermentas) por 20
minutos. Os fragmentos foram observados em gel de agarose (Invitrogen) a 2%
corado com brometo de etideo. A corrida eletroforética foi por 30 minutos a 100 volts.
O produto de PCR referente ao alelo ADA*01 (G22) foi clivado em dois fragmentos:
um de 245 e outro de 152 pares de bases, enquanto o alelo ADA*02 (22A) foi
identificado pela auséncia do sitio de restricdo Tagl. A Figura 1 ilustra o perfil
eletroforético do fragmento de 397 pares de bases do exon 1 do gene ADA apdés

digestdo com a enzima Tagq|.

Analise estatistica

Os dados dos grupos analisados foram comparados com o uso do teste Qui-quadrado
e teste exato de Fisher, aceitando-se um erro alfa de 5%. O teste Qui-quadrado foi
aplicado para verificar a distribuicdo dos genétipos ADA encontrava-se de acordo com

o equilibrio de Hardy-Weinberg. O teste exato de Fisher foi utilizado para se verificar
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as diferengas na distribuicdo dos gendétipos e alelos ADA na presencga e na auséncia

de AER.

Resultados

As caracteristicas demogréficas das gestantes selecionadas para composicdo dos
grupos G1 e G2 estéo contidas na Tabela I. As médias de idade e o nimero médio de
gestagcOes apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre G1 e G2. A
média de AER no grupo G1 foi igual a 2,68 (+0,86), variando de 2 a 6. O numero
médio de filhos nascidos vivos em G1 e G2 foi igual a 0,5 e 2,57, respectivamente (p =

0,0001).

A distribuicdo dos gendtipos ADA mostrou-se de acordo com o equilibrio de Hardy-
Weinberg nos grupos G1 (x2 = 0,26; DF 1) e G2 (x2 = 0,57; DF 1). As frequéncias dos
gendtipos ADA*01;*01, ADA*01;*02 e ADA*02;*02 foram semelhantes e néo
apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p = 0,6771; x2 = 0,7798; GL =
2). As diferencas mantiveram-se nédo significantes mesmo quando a comparacao entre
0s grupos G1 e G2 restringiu-se aos gendtipos ADA*01;*02 e ADA*02;*02 (p = 0,8342;
OR =1.177; IC 95% = 0,5361 — 2.586). Embora os alelos ADA*01 e ADA*02 tenham
apresentado diferentes freqiiéncias em G1 e G2, estas ndo foram estatisticamente

significantes (p = 0,7050; OR: 1.237; IC 95%: 0,5780 — 2,646).

As caracteristicas demogréficas e os dados clinicos das pacientes de G1, subdivididas
de acordo com os genétipos ADA (ADA*01;*01 e ADA*01;*02) estdo mostradas na
Tabela Il. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre estes
gendtipos e média de idade, nimero médio de gestacdes e abortamentos, diabetes,

hipertensédo arterial, ovario policistico, malformacéo uterina, anticorpos antifosfolipides
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e endometriose. Nao foram observadas diferencas estatisticamente quanto ao nimero
de filhos nascidos vivos em relacdo aos gendtipos ADA*01;*01 e ADA*01;*02 (p =

0,1789).

Discussao

O objetivo deste estudo foi investigar a associagéo entre o polimorfismo G22A do gene
ADA, o qual modula a resposta imune adaptativa por meio do nivel de expresséo da

enzima ADA, em mulheres brasileiras com historia prévia de AER.

Este polimorfismo G22A foi associado a menor suscetibilidade a asma broénquica
(Ronchetti et al., 1984; Bottini et al., 2005), a doenca de Crohn (Bottini et al., 2005), a
doenca arterial coronariana, (Safranow et al, 2007) e ao autismo (Hettinger et al., 2008
). Além disso, foi observado que variagcdes no nivel da ADA resultantes do fenotipo
ADA 2, o qual estéa relacionado a presenca de pelo menos um alelo ADA*02, estédo
associadas ao menor risco de AER em mulheres européias (Nicotra et al., 1998;

Nicotra et al., 2007).

Considerando que a populacdo brasileira possui marcante background europeu em
suas bases formadoras (Bertonha, 1997), postulamos que o polimorfismo G22A do

gene ADA poderia influenciar a ocorréncia de AER em mulheres brasileiras.

A casuistica selecionada para este estudo é representativa da regido noroeste do
Estado de Sdo Paulo, a qual se compde de descendentes de italianos, espanhdis,
portugueses e africanos (Perfil Regional da Regido Administrativa de Sdo José do Rio
Preto, 2009). Para evitar possiveis vieses, selecionamos um grupo controle constituido
de mulheres com pelo menos duas gestacdes prévias bem sucedidas e sem histérico

de abortamento.
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As mulheres com historia prévia de AER apresentaram média de idade maior que
aguelas sem AER. Esta diferenca pode ser resultante do fato de que mulheres que
nao apresentam fatores de risco para abortamento atingem sucesso reprodutivo e
namero de filhos desejados em idade precoce (Bottini et al., 2002). Por outro lado,
mulheres com alguma dificuldade reprodutiva sdo estimuladas a persistirem por mais
tempo nas tentativas de engravidar e reproduzir, 0 que contribui para a elevagédo da
média de idade. Além disso, idade elevada € um fator de risco para o AER. Estas
observacdes séo corroboradas pelos dados apresentados em um recente inquérito
demografico realizado no Brasil que demonstrou a idade materna elevada como

contribuinte para o aumento da prevaléncia de AER (Cecatti et al., 2010).

Neste estudo observamos maior numero de gestagdes nas mulheres com AER em
comparagdo aquelas sem aborto e a diferenga entre ambas foi estatisticamente
significante. A ocorréncia de abortamento espontaneo é confirmada com base na
perda fetal clinicamente reconhecida antes da 202 semana de gestagdo e esta
condicdo possui grande valor preditivo para se estabelecer a ocorréncia de uma
gestacdo sem sucesso (Rezende & Montenegro, 2007). Mulheres com histéria de AER
persistem na tentativa de engravidar mesmo que muitas vezes, a gestacao ndo va a
termo. Por outro lado, ha evidéncias de que perdas fetais precoces e que ndo sao
clinicamente reconhecidas ocorram nas mulheres com predisposi¢cdo para AER, mas
como ndo chegam a caracterizar gestacdo propriamente dita, ndo séo incluidas nas
estatisticas de abortamento sendo, portanto, subestimadas (Choudhury & Knapp,

2000).

Varias mulheres do grupo G1 geraram filhos vivos, porém o niamero médio foi menor
em comparacao aquelas do G2. Esta observacéo é concordante com a constatacéo de
gue mulheres sem risco de AER apresentam maior chance de gerar filhos vivos

(Knudsen et al., 1991). Por outro lado, em mulheres com risco de AER, a chance de
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abortamentos aumenta a cada nova perda fetal (Knudsen et al.,, 1991; Rezende &
Montenegro, 2007). Parece, portanto, que o sucesso reprodutivo pode ser alcancado
em idade mais jovem, especialmente quando as gestantes ndo apresentam fatores de
risco para o AER, contribuindo para o maior numero de filhos nascidos vivos neste

grupo de mulheres (Andersen et al., 2000; Bottini et al., 2002).

As frequéncias dos genodtipos ADA foram similares entre G1 e G2 e ndao se mostraram
associadas a ocorréncia de AER. Portanto, os resultados apresentados neste estudo
sao divergentes daqueles observados em mulheres italianas nas quais o alelo ADA*02
mostrou-se associado ao menor risco de AER (Nicotra et al.,, 1998; Nicotra et al.,
2007). E possivel que esta discordancia seja decorrente do fato de que o alelo ADA*02
apresente baixa frequéncia na populagdo brasileira feminina e que seu efeito protetor

seja obscurecido por outros fatores determinantes de AER.

Andlises populacionais revelaram que a frequéncia do alelo ADA*02 é igual 0,12 em
caucasianos (Spencer et al., 1968; Weissmann et al., 1982) e varia entre 0,03 a 0,04
em negros e afro-descendentes (Weissmann et al., 1982; Hirschhorn et al., 1994). As
frequéncias do alelo ADA*02 em ambos os grupos foram menores que as relatadas
para caucasianos, mas situaram-se muito proximas aquelas observadas em afro-
descendentes. Ressalta-se que a casuistica que compde este estudo possui forte
influéncia afro-descendente (Perfil Regional da Regido Administrativa de S&o José do

Rio Preto, 2009).

A frequéncia do polimorfismo G22A do gene ADA ainda foi pouco estudada nas
diferentes regides brasileiras. Um recente estudo observou que a frequéncia do alelo
ADA*02 em individuos saudaveis de ambos 0s sexos do Estado de Rio Grande do Sul
é igual a 11,7% (Dutra et al., 2010). Este valor é aproximadamente duas vezes maior

que aquele encontrado no presente estudo, porém o background da populagéo do sul
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do Brasil é diferente daquele da regido noroeste do Estado de Sao Paulo (Perfil
Regional da Regido Administrativa de Sao José do Rio Preto, 2009; Correa, 2007;
IBGE, 2010). Portanto, é possivel que a frequéncia do alelo ADA*02 e sua influencia
no AER seja dependente de etnia e que a miscigenacdao racial brasileira amenize seu

impacto no sucesso reprodutivo.

A presenca de um alelo ADA*02 no gendtipo reduz a expressdo da enzima ADA entre
15 a 20% em comparacdo com homozigotos ADA*01;*01 (Battistuzzi et al., 1981;
Hirschhorn et al., 1994). Embora esta enzima tenha importante papel na modulagéo da
resposta imune (Hirschhorn, 1993), a redug&o de sua expresséo ndo parece afetar os

indices de fertilidade das mulheres brasileiras.

Para avaliar o efeito diferencial dos alelos ADA*01 e ADA*02 no abortamento, varias
caracteristicas demograficas e dados clinicos das gestantes do grupo G1 com
gendtipo ADA*01;*01 e ADA*01;*02 foram comparadas. Ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes na média de idade, no niamero médio de
gestacOes e de abortos, numero médio de filhos nascidos vivos, quanto a diabetes,
incluindo a forma gestacional e a tipo Il, hipertenséo arterial, ovario policistico,
malformacao uterina, anticorpos antifosfolipides e endometriose. Vérios destes fatores
demograficos estado associados ao aborto porém os mesmos podem atuar de maneira

independente dos gendtipos ADA.

O pequeno nimero de mulheres ADA*01;*02 no grupo G1 ndo permite analisar se um
ou outro alelo oferece vantagem bioldgica no que diz respeito a perda fetal precoce
determinada por outros fatores determinantes de AER. O aumento dos niveis de ADA
€ necessario para a detoxificacdo da adenosina durante a gestacdo (Sim & Maguire,

1970). Assim, pode-se presumir que a expressdo da enzima ADA nos homozigotos
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ADA*01;*01 module a resposta imune materna sem necessariamente interferir com a

perda fetal precoce (Hirschhorn, 1993).

Em sintese, os dados deste estudo sugerem que os alelos ADA*01 e ADA*02 do gene
ADA ndo estdo associados ao maior risco de AER e que as variacdes nos niveis de
ADA resultantes destes alelos ndo se associam a perda fetal precoce em mulheres

brasileiras.
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Figura 1: Perfil eletroforético do fragmento de 397 pares de bases (pb) do exon 1 do
gene ADA apés digestdo com a enzima Tagl evidenciando os genoétipos ADA*01;*01

(01), ADA*01;*02 (02) e ADA*02;*02 (03); e Marcador (M) de 100 pares de bases.
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Tabela |. Caracteristicas demograficas e frequéncias dos gendtipos ADA, Odds Ratio, intervalo de

confianga e valor p calculados para os grupos G1 e G2.

G1 (N=129) G2 (N=182) p
Média de idade (SD) 31,97 (5,7) 29,27 (45,8) 0,0001
Gestagdes (SD) 4,6 (+1,5) 3,5(+0,98) 0,0001
Gendtipos ADA N % N % OR IC 95% p*
ADA*01,;*01 118 91,47 164 90,20 1,177 0,5361-2,586 0,8435
ADA*01,;*02 11 8,52 17 9,30 0,9048 0,4088 — 2,003 0,8436
ADA*02;*02 0 0,00 1 0,50 0,4260 0,01720 - 10552 1,000
Alelos
ADA*01 247 95,74 345 94,78 1,237 0,5780 - 2,646 0,7050
ADA*02 11 04,26 19 05,22

* Calculado com o uso do teste exato de Fisher.
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Tabela 2. Caracteristicas demograficas das mulheres com dois ou mais abortamentos espontaneos de

acordo com os gendtipos ADA*01,;*01 e ADA*01;*02.

Caracteristicas

Total

ADA*01;*01 ADA*01;*02 4]
Média de idade 31,9 (5,7) 32,1 (£5,7) 30,0 (¢5,1)  0,2301
Gestagoes 4,42 (+1,6) 4,71 (+1,53) 3,6 (+1,14) 0,2417
Abortamentos - 2,68 (+0,86) 2,5 (x0,57) 0,6765
Diabetes 4/129 (3,1%) 3/118 (1,9%) 1/11(9,1%)  0,3030
Hipertens3o arterial 17/129 (13,1%)  16/118 (13,3%)  1/11(9,1%)  1,0000
Ovario policistico 18/129 (14%) 18/118 (15,2%) 0/11 (0,0%) 0,3607
Malformagédo uterina 6/129 (4,6%) 6/118 (2,8%) 0/11 (0,0%) 1,0000
Anticorpos antifosfolipides 10/129 (7,7%) 9/118 (8,5%) 1/11 (9,1%) 1,0000
Endometriose 17/129 (13,2%) 14/118 (9,5%) 3/11 (27,3%) 0,1602
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4. Conclusao

O polimorfismo G22A do gene ADA néo esta associado ao AER na

casuistica analisada.

1 — A pratica clinica obstétrica € importante para se confirmar a
perda fetal antes da 202 semana de gestacdo, caracterizando o abortamento
espontaneo. O grupo G1, com histérico de AER foi composto por 129
gestantes, enquanto o grupo G2, com gestacdes bem sucedidas e sem AER foi

formado por 182 gestantes.

2 - A frequéncia do alelo ADA*02 é semelhante em mulheres com e

sem histérico de AER.

3 — O perfil demogréfico e clinico das mulheres do grupo G1 nao se

associa aos genoétipos ADA*01;*01 e ADA*01;*02 do gene ADA.
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Anexo 1 — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.° 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n.° 74179 de 14/06/74)

Parecer n.° 308/2008

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 3120/2008 sob a responsabilidade de Luiz Carlos
de Mattos com o titulo "Efeito cooperativo das incompatibilidades pelo
sistema histo-sangliineo ABO e do gene ADA (20q13.11) no aborto esponténeo
recorrente” estd de acordo com a resolugdo CNS 196/96 e foi aprovade por
esse CEP.

Lembramos ao senhor{a) pesquisador{a) que, ho cumprimen‘ro; da
Resolucdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Eéfudo, bem
como a qualquer tempo e a critério de pesquisader nos cases de relevéncia,
além do envio dos relatas de eventos adversos, para conhecimento deste
Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatérioc completo ao final do
Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 11 de agosto de 2008.

Prof. Dr. Anto rlos Pires
Coordenador d B/FAMERP

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5418 - 15090-000 - Sdo José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br
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Anexo 2 —-Termo de consentimento livre e esclarecido

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude - Resolugdo CNS 196/96)

<t
({%:ﬂ Vocés estdo sendo convidados a participar de uma pesquisa

h-\22‘}/“” denominada “Efeito cooperativo das incompatibilidades pelo sistema
R histo-sangiiineo ABO e do gene ADA (20q13.11) no aborto espontaneo
recorrente.” O aborto espontaneo recorrente resulta de fatores complexos tais
como as alteragbes dos cromossomos, dos hormdnios, do Utero e também
genéticas. Alguns desses fatores agem de forma conjunta aumentando o risco
de ocorréncia de aborto esponténeo recorrente.

Essa pesquisa tem como objetivos identificar os tipos sangtiineos ABO e o

polimorfismo (variacdo genética) do fator genético ADA (Adenosina Deaminase)

em casais com e sem histéria de aborto espontaneo recorrente. Os resultados
dessa pesquisa poderdo ajudar na compreensdo dos fatores genéticos que
aumentam o risco de aborto espontaneo recorrente.

A vossa participagdo nessa pesquisa € voluntaria e de extrema importancia e vocés

ndo perderdo os beneficios do atendimento médico aos quais tem direito, caso

decidam néo participar ou mesmo se retirarrem dessa pesquisa a qualgquer momento.

Para participar como voluntarios nessa pesquisa sera necessario:

1. Vocés responderem um questionario sobre suas histérias de gravidez normal ou
de aborto espontaneo recorrente. Todas as informacdes prestadas serdo mantidas
em absoluto sigilo.

2. Vocés nos autorizarem a colher amostras de sangue de vocés e de seus recém-
nascidos (quando for o caso) para exames de identificacdo dos tipos sangiiineos
ABO e do fator genético ADA.

3. A coleta de sangue é realizada com a introducdo de uma agulha estéril na veia e
de acordo com a sensibilidade, vocés poder&o sentir uma leve ardéncia no local.

4. A coleta de sangue de seus recém-nascidos sera realizada com a introdugéo de
uma agulha estéril diretamente no corddo umbilical, logo apés o nascimento, ndo
havendo assim necessidade de se realizar puncdo venosa em outras partes do

corpo.
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5. O risco da coleta de sangue podera incluir vermelhiddo e raramente deixa o local
de introducéo da agulha inchado e com manchas roxas.

6. A amostra de seu sangue e também do seu recém-nascido sera utilizada apenas
para andlises cientificas.

7. Vocés devem ser informados que ndo havera riscos de qualquer tipo de
contaminacdo durante a coleta de seu sangue, pois 0 material utilizado sera
individual e ndo contaminado. Esse material é totalmente estéril (seringa, agulha,
algoddo com &alcool) e Unico para cada pessoa. ApOs a coleta de seu sangue, as
agulhas, seringas e algodao utilizados serdo colocados em saco de lixo e

descartado em local seguro.

Vocés serado informados de todos os resultados dos exames que serdo realizados em
seu sangue e no de seu recém-nascido e eles serdo mantidos em absoluto sigilo. Se
essa pesquisa for encerrada antes do periodo previsto, vocés também serdo
informados.

Se vocés tiverem qualquer duvida sobre essa pesquisa ou mesmo sobre lesbes
relacionadas a coleta de sangue, entre em contato com Dr Luiz Carlos de Mattos pelo
telefone ou pelo endereco abaixo indicados. Caso vocés tenham quaisquer duvidas
sobre seus direitos como sujeito de pesquisa, vocés também poderdo entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de S&o José
do Rio Preto pelo telefone (17) 3201-5813.

Vocés receberdao uma coépia deste formulario de consentimento livre e esclarecido

assinado e datado.

Declarag&o do sujeito da pesquisa

N6s voluntariamente aceitamos participar da pesquisa “Efeito cooperativo das
incompatibilidades pelo sistema histo-sangiiineo ABO e do gene ADA (20g13.11) no
aborto espontdneo recorrente.” Esta declaracdo de consentimento livre e
esclarecido foi por nés lida e suas explicacbes entendidas. Entendemos que
podemos retirar nosso consentimento ou retirar-nos dessa pesquisa a qualquer

momento sem perder nenhum beneficio aos quais temos direito.

Assinatura da mulher como sujeito da Assinatura do homem como sujeito da

pesquisa pesquisa
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Assinatura do responsavel pelo recém-nascido

Responsavel pela discusséo do termo de consentimento livre e esclarecido

Endereco para contato:

Laboratério de Imunogenética

Departamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de Sédo José do
Rio Preto.

Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Sdo José do Rio Preto — 15090-000 —

Fone: (17) 3201- 5854
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Anexo 3 — Formulario de Dados Clinicos

S
P R L. L. Laboratdrio de Imunogenética
{;\% FormU|a‘rlo de Da‘dos CI Inicos Departamento de Biologia Molecular
Projeto AER x ABO x ADA
| Cédigo do projeto ADA-ABO: | Data da coleta dos dados: |
|G | P |A | Idade | DN |
12 Gestacao
Idade da mé&e a época do aborto: | IG abortamento
Uso de medicamento:
Sim: Nao
Quais
Tipo de aborto | Espontaneo ( ) | Retido ()

22 Gestacgéo

Idade da mée a época do aborto: | IG abortamento

Uso de medicamento:

Sim: N&ao

Quais

Tipo de aborto | Espontaneo ( ) | Retido ()

32 Gestacgéo

Idade da mé&e a época do aborto: | IG abortamento

Uso de medicamento:

Sim: Nao

Quais

Tipo de aborto | Espontaneo () | Retido ()

Filhos com mal formacé&o
Historia pregressa de cirurgia pélvica
Partos anteriores (tipo)

Historia de doencas pregressas Sim N&o
Diabetes

Hipertensao arterial

Ovario policistico

Mal formacao uterina

LUpus eritematoso sistémico
SAAF

Citomegalovirus

Anemias hereditarias

lIC
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Anexo 4 - Resumo apresentado em forma de péster durante o Xl ECIF —
Encontro Cientifico da FAMERP & VI CAIC — Congresso Anual de Iniciacdo
Cientifica e 12 Mostra das Ligas Académicas da FAMERP. S&do José do Rio

Preto, SP, 20009.

Associacédo entre as incompatibilidades pelo sistema histo-sanguineo
ABO e o0 aborto espontaneo recorrente

Daniela P. T. Nunes?, Ligia C. J. F. Spegiorin®, Ana lara C. Ferreira’, Cinara C.
B. Mattos', Eloisa A. Galdo?, Denise C. V. Oliani?, Antonio H. Oliani?, Luiz C. de
Mattos*

!Laboratério de Imunogenética, Departamento de Biologia Molecular;
’Departamento de Ginecologia e Obstetricia — FAMERP

Fonte de Financiamento: Bolsa BAP 2008/2009

Introducéo

As incompatibilidades pelo sistema histo-sanguineo ABO e o polimorfismo Taq | do
gene ADA foram apontadas como fatores de risco para o aborto espontaneo
recorrente (AER) em mulheres européias.

Objetivos

O objetivo deste estudo foi verificar se as incompatibilidades pelo sistema histo-
sanguineo ABO e o polimorfismo Taqg | do gene ADA em casais estdo associadas a
historia de AER.

Métodos

Foram selecionados dois grupos de casais um com (N=57) e outro sem (N=60) histéria
prévia de pelo menos trés AER, atendidos no Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia
do Hospital de Base da Fundacao Faculdade Regional de Medicina Sédo José do Rio
Preto - FUNFARME. Uma amostra de sangue periférico foi colhida para a fenotipagem
eritrocitaria do sistema histo-sanguineo ABO com o uso do método hemaglutinagdo
ativa direta e reversa. O polimorfismo Taq | do gene ADA foi identificado por PCR-
RFLP a partir do DNA gendmico extraido do sangue periférico. As frequéncias dos
fendtipos eritrocitarios ABO e do polimorfismo Taq | em ambos o0s grupos de casais
foram comparadas com o uso do teste exato de Fisher, aceitando-se o erro alfa de
5%.

Resultados

As frequéncias de incompatibilidades pelo sistema histo-sanguineo ABO foram iguais
a 26,3% (15/57) e 7,7% (4/60) para os casais com e sem histéria prévia de AER,
respectivamente (p=0,0295; OR 3.124; IC 95%: 1.148-8.997) mas as frequéncias dos
gendtipos e alelos Taq | do gene ADA foram semelhantes em ambos 0s grupos
(p=0,2).

Concluséao

Os resultados deste estudo demonstram que as incompatibilidades pelo sistema histo-
sanguineo ABO, mas ndo o polimorfismo Taq | do gene ADA, estdo associadas a
historia prévia de AER.
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Anexo 5 - Resumo de Projeto apresentado em forma de poster durante o Xl
ECIF — Encontro Cientifico da FAMERP & VI CAIC — Congresso Anual de
Iniciacdo Cientifica e 12 Mostra das Ligas Académicas da FAMERP. Sdo José

do Rio Preto, SP, 2009.

Alelos ADA*01 e ADA*02 do gene Adenosina Deaminase (ADA) em
mulheres com e sem historico de aborto espontaneo recorrente.

Antonio H. Oliani*, Denise C. V. Oliani!, Ligia C. J. F. Spegiorin®, Eloisa A.
Galdo', Daniela P. T. Nunes?, Luiz C. de Mattos?

'Departamento de Ginecologia e Obstetricia, *Laboratério de Imunogenética,
Departamento de Biologia Molecular - FAMERP

Fonte de Financiamento: Bolsa BAP 2009/2010

Introducao

O polimorfismo do gene Adenosina Deaminase (20g13.11) resultante dos
alelos ADA*01 e ADA*02 foi recentemente apontado como fator de risco para o
aborto espontaneo recorrente (RSA) em mulheres européias. A presenca do
background genético europeu na populacao brasileira desperta a atencéo para
a investigagéo deste marcador de risco em nosso meio.

Objetivos

O objetivo geral deste projeto é verificar se ha associacado entre o polimorfismo
do gene ADA e o RSA em mulheres brasileiras. Seus objetivos especificos
compreendem: 1. Determinar as frequéncias dos alelos ADA*01 e ADA*02 em
dois grupos de mulheres, um sem e outro com histérico de RSA; 2. Verificar se
estes alelos associam-se ao RSA.

Métodos

Serdo analisadas amostras de DNA gendmico de casais previamente
selecionados por ginecologistas e obstetras do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia e do Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Base
da Fundacdo Faculdade Regional de Medicina Sdo José do Rio Preto —
FUNFARME, sem e com histdria de RSA. A identificacdo dos alelos ADA*Q1 e
ADA*02 sera feita pelo meétodo PCR-RFLP e suas frequéncias serao
comparadas com o uso do método Qui-quadrado, aceitando-se o erro alfa de
5%.

Resultados Esperados

Nossa hipétese é que os alelos ADA*01 e ADA*02 do gene ADA estdo
associados ao RSA na casuistica brasileira.
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Anexo 6 - Resumo apresentado em forma de poéster durante o X Workshop de
Genética e IX Workshop da Pos-Graduacdo do Instituto de Biociéncias de

Botucatu, UNESP. Distrito de Rubido Junior, SP, 2010.

ABORTAMENTO ESPONTANEO RECORRENTE: NAO ASSOCIACAO COM
POLIMORFISMO G22A DO GENE ADA

Daniela Prudente Teixeira Nunes

Laboratorio de Imunogenética, Departamento de Biologia Molecular, Faculdade
de Medicina de Sao José do Rio Preto — FAMERP

daniptnunes@gmail.com

Ligia Cosentino Junqueira Franco Spegiorin
Departamento de Ginecologia e Obstetricia, Faculdade de Medicina de S&o
José do Rio Preto — FAMERP/Hospital de Base - FUNFARME

Cinara de Cassia Brandao de Mattos
Laboratério de Imunogenética, Departamento de Biologia Molecular, Faculdade
de Medicina de Sao José do Rio Preto — FAMERP

Antonio Hélio Oliani
Departamento de Ginecologia e Obstetricia, Faculdade de Medicina de S&o
José do Rio Preto — FAMERP/Hospital de Base - FUNFARME

Denise Cristina Més Vaz Oliani
Departamento de Ginecologia e Obstetricia, Faculdade de Medicina de Séo
José do Rio Preto — FAMERP/Hospital de Base - FUNFARME

Luiz Carlos de Mattos

Laboratério de Imunogenética, Departamento de Biologia Molecular, Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP

luiz.carlos@famerp.br

O abortamento espontaneo recorrente (AER) é definido pela ocorréncia de pelo
menos dois abortamentos espontaneos sucessivos e depende de diferentes
fatores. Dentre eles encontram-se os de natureza imune que podem ser
influenciados pelo nivel de expressdo das enzimas envolvidas na ativacao,
ampliacdo e manutencdo da resposta imune materna contra 0 concepto. A
adenosina deaminase (ADA), uma enzima codificada pelo gene ADA
(20g13.11), atua no metabolismo da adenosina e influencia a resposta imune
adaptativa. O polimorfismo G22A do gene ADA origina os alelos co-dominantes
ADA*01 e ADA*02 e influencia o nivel de expressdo da enzima ADA.



64

Recentemente, o alelo ADA*02 foi associado ao menor risco de AER em
mulheres européias. O objetivo deste estudo foi investigar se o polimorfismo
G22A do gene ADA esta associado ao AER em mulheres brasileiras. Apés a
obtencdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Parecer CEP
FAMERP 308/2008), 141 mulheres atendidas no Ambulatério de Gestacao de
Alto risco da Fundacdo Faculdade Regional de Medicina/Hospital de Base
(FUNFARME) foram selecionadas para a composi¢ao de dois grupos: G1 com
histérico de AER (N=82) e G2 sem histérico de AER (N=59). De cada
participante foram coletados 5 mL de sangue periférico para extracdo do DNA
gendmico com o uso kit comercial (PureLink Invitrogen). O polimorfismo G22A
do gene ADA foi identificado com o uso do método PCR-RFLP, por meio da
amplificacdo de um fragmento de 397 pares de bases (pb) do exon 1. Apés a
digestdo com a enzima Taql, o produto amplificado foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 2% para a identificacdo dos alelos ADA*01
(245 e 152 pb) e ADA*02 (397 pb) e dos gendtipos ADA*01;*01, ADA*01;*02 e
ADA*02;*02. Os gendtipos e alelos foram comparados em ambos 0S grupos
com o uso do teste exato de Fisher, aceitando-se o erro alfa de 5%. As
frequéncias dos gendtipos ADA*01;*01, ADA*01;*02 e ADA*02;*02 em Gl1
foram iguais a 91,46% (75/82), 8,54% (7/82) e 0%; em G2 foram iguais a
89,83% (53/59), 8,47% (5/59) e 1,70% (1/59), respectivamente (p=0,4966). As
frequéncias dos alelos ADA*01 e ADA*02 em G1 foram iguais a 95,73% e
4,27%; em G2 foram iguais a 94,07% e 5,93%, respectivamente (p=0,5845;
OR=0,70; IC 95%: 0,2411-2.073). O polimorfismo G22A do gene ADA néo esta
associado ao AER na casuistica analisada. E possivel que a baixa frequéncia
do alelo ADA*02 na populagéo brasileira e seu efeito na expressao da ADA nao
influencie a interagdo materno-fetal e ndo contribua para o AER em mulheres
brasileiras.

APOIO: BAP/FAMERP 2009-2010, CAPES-DS
NIVEL: Pos-Graduagéo

AREA: Imunogenética (2.11.03.00-3)
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Anexo 7 - Resumo apresentado e premiado em 1° LUGAR em forma de péster
durante a IV Jornada de Ginecologia e Obstetricia da SOGESP — Regido
Noroeste / Sudoeste, Centro de Convencgdes UNIP, Sdo José do Rio Preto, SP,

2010.

AUSENCIA DE ASSOCIACAO ENTRE ABORTO ESPONTANEO
RECORRENTE E POLIMORFISMO Taql DO GENE ADA

Nunes DPT?, Oliani AH?, Oliani DCMV?, Spegiorin LCJF?, Brand&o de Mattos
cc!, Mattos LC!

1* - Laboratério de Imunogenética, Departamento de Biologia Molecular.
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP.

2 - Departamento de Ginecologia e Obstetricia. Faculdade de Medicina de S&o
José do Rio Preto - FAMERP.

* Laboratorio de Imunogenética Departamento de Biologia Molecular —

FAMERP — Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - S&o Joseé do Rio
Preto - SP

e-mail: luiz.carlos@famerp.br

Introducdo: Fatores imunolégicos séo frequentemente associados ao aborto
espontaneo recorrente (RSA). A adenosina deaminase (ADA), uma enzima
codificada pelo gene ADA (20913.11) influencia a resposta imune adaptativa. O
polimorfismo Tagql resultante da substituicdo G22A, além de originar os alelos
ADA*1 e ADA*2, respectivamente, influencia o nivel de expressdo da enzima
ADA e tem sido apontado como fator de risco para o0 RSA. Objetivo: O objetivo
deste estudo foi investigar a associacdo entre o polimorfismo Taql do gene
ADA e 0 RSA. Metodologia: ApGs a obtencdo do termo de consentimento livre
e esclarecido, foram coletados dados epidemiologicos e amostras de sangue
periférico de cento e trinta e quatro mulheres. Dois grupos foram compostos:

G1 com e G2 sem historico de RSA. O DNA gendmico foi extraido por meio de
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kit comercial e o polimorfismo Tagl do gene ADA, identificado pelo método
PCR-RFLP. As frequéncias do polimorfismo Taqgl foram comparadas em ambos
0S grupos com o uso do teste exato de Fisher (p<0,05). O presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de S&o
José do Rio Preto - FAMERP sob o Parecer 308/2008. Resultados: As
frequéncias dos gendtipos ADA*1/1, ADA*1/2 e ADA*2/2 foram iguais a
90,91%, 9,09% e 0% para o Gl e 89,48%, 8,77% e 1,75% para G2,
respectivamente (p=0,5061). As frequéncias dos alelos ADA*1 e ADA*2 foram
iguais a 95,4% e 4,6% em G1 e 93,8% e 6,2% no G2 (p=0,58) Conclusao: O
polimorfismo Taql do gene ADA ndo esta associado ao RSA. APOIO: BAP-
FAMERP 2009-2010, CAPES DS.
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Anexo 8 - Resumo apresentado em forma de poster durante o VII CAIC —
Congresso Anual de Iniciacéo Cientifica e 22 Mostra das Ligas Académicas da

FAMERP. Sao José do Rio Preto, SP, 2010

Alelo ADA*02 do gene ADA (20g13.11) e abortamento espontaneo
recorrente: auséncia de associacao

Antonio H Oliani?; Daniela PT Nunes®; Ligia CJF Spegiorin'? Cinara C
Brand&o de Mattos®; Denise CMVaz Oliani*?%; Luiz C de Mattos®

1 - Departamento de Ginecologia e Obstetricia, Faculdade de Medicina de S&o
José do Rio Preto — FAMERP; 2 - Ambulatério de Gestacdo de Alto Risco —
FUNFARME; 3 - Laboratorio de Imunogenética, Departamento de Biologia
Molecular, Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP;

Fonte de financiamento: BAP-FAMERP 2009/2010; Bolsa de Doutorado
CAPES-DS

Introducéo: A adenosina deaminase (ADA), uma enzima codificada pelo gene
ADA (20913.11), atua no metabolismo da adenosina e modula a resposta
imune. O polimorfismo G22A deste gene origina os alelos co-dominantes
ADA*01 e ADA*02 e influencia o nivel de expressdo da enzima ADA, que
aparentemente possui papel fundamental na manutencdo da gestacdo. O
fendtipo ADA 2 tem sido associado a um efeito protetor contra o abortamento
espontaneo recorrente (AER) em mulheres caucasianas européias. Objetivo:
Investigar se o polimorfismo G22A do gene ADA se associa a ocorréncia de
AER em brasileiras. Materiais e Métodos: Apds obtencdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Parecer CEP FAMERP 308/2008), 292
mulheres foram selecionadas para compor dois grupos: G1 com histérico de
AER (N=115) e G2 sem historico de AER (N=177). O DNA gendmico foi
extraido a partir de sangue periférico com o uso kit comercial. O polimorfismo
G22A do gene ADA foi identificado com o uso do método PCR-RFLP.
Resultados: As frequéncias dos genoétipos ADA*01;*01, ADA*01;*02 e
ADA*02;*02 foram semelhantes entre 0s grupos e nao apresentaram
diferencgas estatisticamente significantes (p = 0,7170; x2 = 0,6653; GL = 2). As
frequéncias dos alelos ADA*01 e ADA*02 em G1 foram iguais a 95,6% e 4,4%;
em G2, 94,9% e 5,1%, respectivamente (p=0,8433; OR=1,179; IC 95%: 0,5340-
2.601). Concluséao: Os resultados sugerem que os alelos ADA*01 e ADA*02
do gene ADA n&o estdo associados ao AER. E possivel que a reducdo nos
niveis da ADA resultantes do alelo ADA*02 ndo apresente um efeito protetor
contra o0 AER em brasileiras.

Palavras-chave: Adenosina deaminase, abortamento espontaneo recorrente,
polimorfismo do gene ADA.



